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Parmi les cellules du système immunitaire, les lymphocytes B constituent des acteurs 
essentiels de la réponse spécifique aux antigènes. Leurs fonctions sont largement liées à 
l’expression et au bon fonctionnement d’un récepteur aux antigènes exprimé à leur surface 
cellulaire, le BCR (B cell receptor). Plusieurs pathologies peuvent concerner les lymphocytes 
B, comme les lymphomes de type B et les maladies auto-immunes. Les lymphopathies B sont 
souvent liées à des aberrations génétiques telles que les translocations chromosomiques 
conduisant à la dérégulation de l’expression de certaines protéines. Cependant, l’efficacité des 
anticorps dirigés contre des épitopes de surface dans le traitement de certains lymphomes a 
toutefois mis en évidence l’importance que pouvait représenter les molécules membranaires 
dans la biologie ainsi que dans le ciblage thérapeutique des lymphopathies B. 
 
La molécule qui met en jeu une multitude d’événements allant de la membrane 
plasmique jusqu’au noyau et qui permet d’assurer les fonctions biologiques du lymphocyte B 
est le BCR. L’altération du signal du BCR a été décrite dans certains types de lymphome et 
les connaissances concernant l’implication du BCR dans la biogenèse des pathologies B 
s’élargissent. Ainsi, le ciblage de cette molécule et de la signalisation qui en dépend a 
constitué le centre de mes travaux de thèse. Je me suis tout d’abord intéressée à l’effet 
potentiel du rituximab sur la signalisation du BCR, puis au ciblage de cette signalisation par 
l’enzastaurine dans le lymphome folliculaire. 
 
Ainsi, pour introduire ce travail, je décrirai le développement normal des lymphocytes 
B dans le but de mettre la lumière sur les fonctions que jouent le BCR tout au long de leur 
maturation. Puis, je m’intéresserai aux événements moléculaires qui régissent l’activation du 
signal BCR. Dans un troisième temps, je décrirai l’anticorps monoclonal qui a bouleversé le 
traitement des lymphopathies B : le rituximab. Enfin, pour terminer, je présenterai 
l’enzastaurine, une molécule thérapeutique prometteuse dans le ciblage du signal BCR des 
lymphopathies B. 
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I. Le développement des lymphocytes B 
 
Ce premier chapitre transcrit de manière non exhaustive la bibliographie concernant 
le développement des lymphocytes B, dans le but d’évoquer le rôle que joue le BCR  à chaque 
étape de la maturation de ces cellules. 
 
A. Généralités sur le système immunitaire 
 
 
Parmi les cellules immunitaires, seuls les lymphocytes T et B ont à leur surface des 
récepteurs d’antigène (Ag), le TCR (T-cell receptor) ou le BCR respectivement qui leur 
permettent d’assurer l’immunité spécifique ou adaptative. Cependant, un grand nombre 
d’autres cellules hématopoïétiques participent directement à l‘induction, la régulation et 
l’expression de la réponse immunitaire spécifique, en même temps qu’elles assurent 
l’immunité non spécifique de mise en jeu rapide. Il s’agit des polynucléaires (neutrophiles, 
éosinophiles et basophiles), des mastocytes, des plaquettes et des cellules de la lignée 
monocyte/macrophage. Certaines cellules non hématopoïétiques interviennent dans 
l’induction ou l’expression des réactions immunitaires. C’est le cas notamment des cellules 
dendritiques folliculaires des organes lymphoïdes périphériques, des cellules endothéliales et 
de certains épithéliums (1).    
 
1. Réponse spécifique de l’immunité adaptative 
 
La réponse immunitaire spécifique est caractérisée par la prolifération et la différenciation 
des lymphocytes T et B dont le TCR ou le BCR est susceptible de se lier à l’antigène natif ou 
dégradé. Les récepteurs d’antigène, dont le site de liaison s’appelle paratope, se répartissent 
en deux familles portées par deux types différents de lymphocytes :  
 
Les récepteurs des lymphocytes T (TCR αβ) interagissent, pour la plupart d’entre 
eux, avec un peptide (fragment d’un Ag protéique) associé au complexe majeur 
d’histocompatibilité (CMH), localisé à la surface d’une cellule présentatrice d’Ag (CPA) 
parmi lesquelles les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes B. Les TCR 
n’interagissent pas avec les molécules d’Ag en solution. 
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Les récepteurs des lymphocytes B (BCR) sont des immunoglobulines de membrane 
(mIg). Le lymphocyte B se différencie en plasmocyte qui sécrète des Ac dont la structure est 
proche de celle du BCR du lymphocyte B dont il est issu. BCR et Ac interagissent par leur 
paratope avec l’Ag en solution ou fixées sur les membranes cellulaires des CPA, telles que les 
cellules folliculaires dendritiques et les cellules réticulaires fibroblastiques (1).   
 




Les lymphocytes T et B se différencient en deux étapes: l’une centrale, dans le thymus 
(T) ou la moelle osseuse (B) qui permet la formation des lymphocytes T ou B. L’autre 
périphérique, dans les organes lymphoïdes secondaires qui permet l’adaptation du système 
immunitaire aux stimulations de l’environnement par l’expansion clonale et la différenciation 
de ces lymphocytes en cellules effectrices. 
Les lymphocytes sont des cellules  arrondies de petite taille (7 à 9 µ de diamètre) avec 
un grand noyau à chromatine dense et un anneau mince de cytoplasme contenant des 
ribosomes mais très peu de lysosomes et de mitochondries. Cet aspect morphologique 
correspond à des cellules en phase G0 du cycle cellulaire. Les grands lymphocytes granuleux 
(LGL) représentent environ 5% des lymphocytes du sang. Ils ont un cytoplasme plus 
abondant que celui des petits lymphocytes. Cette population est constituée de cellules 
cytotoxiques différenciées contenant des médiateurs cytotoxiques préformés, ce sont les 
lymphocytes NK (Natural Killer) et les lymphocytes Tc (T cytotoxiques). 
Les lymphocytes T et B se différencient à partir des cellules souches 
hématopoïétiques, en passant par un stade intermédiaire commun de cellule souche lymphoïde 
non encore identifiée. Ces deux lignées lymphocytaires sont caractérisées, à la différence des 
autres cellules de l’organisme, par une différenciation en deux phases. La première 
indépendante des stimulations de l’environnement, la seconde soumise à une activation des 
lymphocytes matures par des Ag ou des interactions idiotypiques, ce qui permet  l’adaptation 
de la réponse immunitaire spécifique aux stimulations de l’organisme par l’environnement 
antigénique (1). 
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Mon travail de thèse ayant porté sur les mécanismes d’action d’agents anti-tumoraux 
dans le lymphome folliculaire, nous allons à ce stade abandonner les lymphocytes T et autres 
cellules immunitaires pour découvrir l’histoire du lymphocyte B sans pour autant oublier le 




B. Les cellules B, histoire d’une vie 
 
A partir de la cellule souche hématopoiétique en passant par les progéniteurs 
lymphoïdes, les précurseurs pré-pro-B, pro-B, pré-B, les cellules B immatures, 
transitionnelles, matures, jusqu’à la cellule B mémoire ou le plasmocyte, la vie des cellules B 
est constituée d’une multitude d’étapes et de points de contrôle qui garantissent le bon 


















Figure 1 : Les différentes étapes du développement du lymphocyte B (2). A chaque stade de 
différenciation (Pro-B, pré-B, B immature, transitionnelles T1, T2, mature…), le pré-BCR ou le BCR acquiert 
des caractéristiques fonctionnelles précises qui garantissent l’avancement de la différenciation du lymphocyte B. 
Par exemple, les événements moléculaires qui ont lieu dans la moelle osseuse (bone marrow) sont : la 
recombinaison VDJ, la sélection positive, l’expansion clonale, la recombinaison de la chaîne légère de 
l’immunoglobuline (LC) et la délétion ou la révision du récepteur (receptor editing). Les cellules B immatures 






1. Naissance des cellules B dans la moelle osseuse 
 
La moelle osseuse occupe les cavités médullaires des os et constitue un 
microenvironnement complexe pour l’hématopoïèse précoce. La connaissance de 
l’organisation spatiale des cellules hématopoïétiques et de leurs interactions avec le 
microenvironnement de la moelle osseuse est d’une importance cruciale afin de comprendre 
les mécanismes régulateurs de l’hématopoïèse précoce. La moelle osseuse contient des 
cellules adhérentes connues sous le nom de cellules stromales, qui créent la niche 
microenvironnementale. Ces cellules jouent un rôle majeur puisqu’elles maintiennent la 
viabilité des cellules hématopoïétiques et fournissent les facteurs requis pour leur 
développement. 
Les précurseurs des cellules B sont parmi les précurseurs hématopoïétiques les mieux 
caractérisés. Les études ont montré que les cellules B sont générées à partir de cellules 
souches hématopoïétiques (HSC : hematopoietic stem cell) et se développent dans la moelle 
osseuse avant de migrer vers le sang pour atteindre les organes lymphoïdes périphériques. In 
fine, la boucle se termine quand les plasmocytes, cellules dérivées du lymphocyte B mature 
cruciales pour assurer la réponse immunitaire humorale, reviennent et colonisent la moelle 
osseuse. De nombreuses zones d’ombre subsistent concernant le développement de la cellule 
HSC vers le précurseur précoce de la cellule B, en particulier l’identité des précurseurs 
intermédiaires. Selon différentes études réalisées chez la souris, les HSC donneraient 
naissance aux LMPP (lymphoid-primed multipotent progenitors) (3). Le LMPP représenterait 
le premier pas vers le lineage lymphoïde et se différencierait vers un progéniteur lymphoïde 
commun, le CLP (common lymphoid progenitor). Le CLP étant capable de générer des 
cellules T ou B (4). 
Les précurseurs des cellules B sont caractérisés par la présence de certains marqueurs 
de lignées B mais par l’absence du récepteur à l’antigène, le BCR. Selon l’expression de 
certains marqueurs de surface durant leur développement dans la moelle osseuse, on peut 
distinguer quatre catégories de cellules précurseurs B: les pré-pro-B, les pro-B, les pré-B et 
les B immatures (Figure 2). Les cellules B immatures, alors munies d’un BCR, quittent la 
moelle osseuse, empruntent la voie sanguine pour aller dans la rate. A ce stade, les cellules B 
sont qualifiées de transitionnelles: T1, les cellules T1 se différencient en cellules T2 dans la 
rate. La rencontre avec l’antigène transforme les T2 en cellules B matures qui peuvent se 
différencier en cellules B du follicule (qui donnent par la suite soit des cellules B mémoires, 
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Figure 2 : Schéma simplifié de la différenciation des cellules B : HSC: hematopoietic stem cell, 
LMPP: lymphoid-primed multipotent progenitor, CLP: common lymphoid progenitor. A partir du stade pré-B, 
les cellules expriment un pré-BCR. Le BCR est exprimé à partir du stade B immature. La cellule B mature peut 
se différencier en plasmocyte ou en cellule B mémoire. 
2. Les points de contrôle de la cellule pré-B  
 
Le développement des cellules B est caractérisé par l’expression de marqueurs 
protéiques mais surtout par l’expression de l’immunoglobuline de surface qui servira de 
récepteur à l’antigène. Le récepteur des précurseurs B passe par 5 points de contrôle qui 
assurent l’acheminement des lymphocytes B normaux de la moelle osseuse vers la périphérie. 
  
a) La recombinaison VDJ 
 
Il y a 25 ans, Tonegawa et ses collègues ont démenti l’un des principes de base de la 
biologie moléculaire qui est la structure rigide du génome et ont donc résolu une énigme 
fondamentale en immunologie: la génération de la diversité des récepteurs à l’antigène (5). 
Leur travail a démontré que le gène complet d’une immunoglobuline est généré à partir de 
séquences issues de plusieurs segments de gènes à travers une série de recombinaison sur des 
sites spécifiques de l’ADN. Ce phénomène est connu sous le nom de recombinaison V (D) J 
pour variable (diversity) joining. La décennie qui a suivi ce travail a été marquée par 
l’élucidation des structures des loci réarrangés des récepteurs à l’Ag (immunoglobuline µ, κ et 
λ) et l’identification des séquences spécifiques de l’ADN essentielles pour la recombinaison, 
les RSS (recombination signal sequences). Puis, deux gènes spécifiques aux lymphocytes, 






RAG1 et RAG2 (recombination-activating gene) codant pour les composants de la 
recombinase ont été découverts (6).  
La recombinaison du gène de l’immunoglobuline est initiée par RAG1 et RAG2, qui 
génèrent des cassures double brin dans l’ADN, entre les segments de gène et les séquences 
RSS. Les cassures sont réparées par les protéines du système de réparation NHEJ (non-
homologous end-joining). Le réarrangement du gène de l’immunoglobuline médié par RAG 
est tout d’abord initié sur le locus de la chaîne lourde IgH (Heavy chain immunoglobulin) du 
progéniteur lymphoïde commun (CLP) ou de la cellule pro-B nouvellement formée. A ce 
stade, le réarrangement concerne les segments DH et JH. Au stade pro-B tardif se produit le 










Figure 3 : La recombinaison VDJ de l’immunoglobuline, figure adaptée de la référence (7) : 
Le gène de l’immunoglobuline est composé de plusieurs segments Variable (V), Diversity (D) et  joining (J). 
L’enzyme RAG (recombination-activating gene) génère l’excision de fragments d’ADN entre les segments D et 
J, puis entre les segments V et DJ.  
 
Le produit de cette recombinaison VDJ est la chaîne Igµ qui constitue une partie du 
pré-BCR exprimé par les cellules pré-B. Le pré-BCR comprend 2 chaînes lourdes Igµ et 2 
chaînes SLC (surrogate light chain) associées à deux sous-unités protéiques de signalisation 
Igα et Igβ. Contrairement à la chaîne légère IgL du BCR, la SLC du pré-BCR est un 















Figure 4: La structure du pré-BCR (9): µHC  : µ Heavy Chain : Igµ; SLC : Surrogate Light Chain. Le 
prè-BCR est composé des 2 chaînes lourdes Igµ, de 2 SLC et de l’hétérodimère Igα/Igβ. 
 
b) Pré-BCR et sélection positive 
 
 Malgré son expression transitoire, le pré-BCR marque un point de contrôle important 
dans le développement des lymphocytes B. En effet, seules les cellules pré-B qui expriment 
un récepteur compétant de point de vue structural sont autorisées à suivre leur maturation. 
Ainsi, une délétion dans la région transmembranaire de l’Igµ, une absence de chaîne Igα ou 
Igβ ou encore une déficience de la composante λ5 de la SLC induisent un blocage de la 
transition pro à pré-B dans la moelle osseuse ce qui résulte en une diminution du nombre des 
cellules B matures en périphérie. Donc, une cellule pré-B est positivement sélectionnée et 
échappe à la mort cellulaire grâce à l’expression d’une Igµ fonctionnelle, capable de se lier à 
la SLC et ainsi s’exprimer à la surface cellulaire, c’est donc ce qu’on appelle la sélection 
positive des cellules pré-B (8). La signalisation des premiers pré-BCR ainsi exprimés à la 
surface induit une diminution de l’expression du gène λ5 et ainsi achève l’expression de la 
SLC (10). Le pré-BCR active une boucle de régulation négative qui a pour rôle d’arrêter sa 
propre expression. Environ 15% à 30% des cellules pré-B sont sélectionnées. Cependant, au 
moins 50% des Igµ réarrangées sont incapables de se lier à la SLC et donc d’induire la 
prolifération des cellules pré-B. Pour autant, ces cellules ne sont pas éliminées et continuent 
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leur différenciation. Par contre, étant donné que ces cellules pré-B ne prolifèrent pas, leur 
contribution dans le développement du compartiment des cellules B reste très mineure (11). 
 
c) Pré-BCR et exclusion allélique 
 
 Un autre rôle important de la signalisation du pré-BCR est d’inhiber la recombinaison 
VDJ sur le deuxième allèle de l’IgH afin d’assurer l’exclusion allélique (6, 12). L’exclusion 
allélique est une étape intégrale de la différenciation B et un mécanisme qui assure 
l’expression à la surface d’un BCR à spécificité unique. L’exclusion allélique est régie par 
deux procédés, l’activation monoallélique et l’inhibition par  rétrocontrôle (13). L’activation 
monoallélique consiste en l’activation du réarrangement d’un allèle avant l’autre. Le choix de 
l’allèle qui subit en premier le réarrangement dépend de facteurs épigénétiques comme la 
méthylation de l’ADN, la modification des histones, l’hétérochromatisation, la contraction du 
locus et la position du locus dans le noyau. Ces modifications épigénétiques sont en grande 
partie médiées par le signal du pré-BCR (8). Aussitôt et grâce à ce signal pré-BCR, le niveau 
de RAG1 et RAG2 est diminué pour empêcher la recombinaison du deuxième allèle. Mais 
qu’est ce qui empêche la recombinaison simultanée des deux allèles ? Depuis 20 ans, 
différentes études pointent du doigt l’inefficacité du système de recombinaison l’empêchant 
d’effectuer 2 recombinaisons simultanées (14, 15). Les allèles seraient donc en compétition 
pour l’accessibilité aux facteurs nécessaires pour la recombinaison.  
 Ce modèle stochastique a été récemment remis en cause par la notion de biais de la 
recombinaison, dû au décalage temporel de la réplication. Par exemple, dans les cellules pro-
B, un allèle de l’IgH se réplique plus tôt dans la phase S que l’autre allèle (16) ce qui lui 
fournit une structure chromatinienne plus favorable à la recombinaison. Il est à noter qu’une 
fraction de cellules B (environ 4%) réarrange les deux allèles, un sur deux étant fonctionnel et 
exprimé à la surface cellulaire.  
 L’inhibition par rétrocontrôle met fin aux réarrangements une fois qu’une 
recombinaison valable a eu lieu en mettant à contribution encore une fois le signal du pré-
BCR. La contribution du signal du pré-BCR dans ce phénomène n’est pas encore très claire. 
Cependant, les souris PLCγ1+/- PLCγ2-/- ne présentent pas d’exclusion allélique sur le locus 
IgH suggérant que cette phospholipase joue un rôle clé dans ce phénomène (17). En revanche, 
la délétion de ERK1/2 n’affecte pas l’exclusion allélique. La délétion de SYK et de Zap70 
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induit l’échec de l’exclusion allélique alors que la délétion de Syk seule ne l’affecte que 
partiellement (18). 
 Ainsi, l’existence et l’importance de l’exclusion allélique sont largement démontrées, 
mais les mécanismes qui régulent ce phénomène restent complexes, controversés et en cours 
d’exploration (6).  
 
d) La signalisation du pré-BCR et l’expansion clonale 
 
 Alors que la signalisation du BCR a été largement étudiée, celle du pré-BCR reste 
encore moins caractérisée. Différentes études montrent que les deux récepteurs utilisent les 
mêmes composantes et voies de signalisation. La différence principale entre ces deux 
récepteurs est la façon par laquelle le signal est initié. Contrairement à l’initiation du signal 
dépendante du ligand dans le cas du BCR, ce n’est encore pas clair si le signal du pré-BCR 
dépend d’un ligand ou s’il est le résultat d’une agrégation autonome en complexe des 
molécules de pré-BCR à la surface cellulaire. Certains ligands possibles ont été identifiés sur 
les cellules stromales, mais les études ont montré que la prolifération et la différenciation des 
cellules pré-B ne dépendent pas de l’environnement de la moelle osseuse ou du foie fœtal in 
vitro (19). L’étude de Ohnishi et Melchers en 2003 a montré que la portion non-
immunoglobuline de la composante λ5, chargée positivement est fondamentale pour 
l’initiation de l’agrégation des pré-BCR et du signal (20). De plus en plus d’études montrent 
que cette portion de λ5 est polyréactive et donc permet au pré-BCR d’interagir avec différents 
substrats comme, l’ADN, l’insuline, le lipopolysaccharide, les galectines (21) et l’héparane 
sulfate (22). De plus, contrairement au BCR, l’exposition du pré-BCR à des anticorps 
reconnaissant l’Igµ ou la SLC n’induit aucun signal et n’affecte pas le développement des 
cellules pré-B. Au final, l’agrégation autonome du pré-BCR et la liaison de ce dernier aux 
antigènes du soi fonctionnent de façon synergique et ne sont probablement pas mutuellement 
exclusives. L’activation du pré-BCR requiert la phosphorylation des motifs ITAM 
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) de l’Igα et l’Igβ et la formation d'un 
complexe de signalisation associé aux radeaux lipidiques membranaires (23). Ce complexe 
comprend les tyrosines kinases, Lyn, Syk et Btk, la protéine adaptatrice SLP65 (SH2-domain-
containing leukocyte protein of 65kDa) (ou BLNK), la PI3Kinase, Vav et la PLC γ2. Syk est 
fortement activée suite à sa liaison avec les ITAMs phosphorylés et joue le rôle d’une enzyme 
initiatrice du rétrocontrôle positif du signal pré-BCR (24). Les membres de la famille Src, 
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Lyn , Fyn et Blk semblent augmenter la phosphorylation de l’Igβ et de Syk. Syk est impliquée 
dans l’activation de la voie Ras/Raf/MEK/ERK qui est essentielle pour induire la prolifération 
des cellules pré-B (25). De plus, l’activation de Syk induit une activation de la voie 
PI3K/AKT favorisant également la prolifération cellulaire. Ainsi, ces cellules qui sont en 
phase d’expansion clonale et de taille plus importante sont nommées grandes cellules pré-B. 
Cette phase de prolifération est achevée grâce au signal du pré-BCR. En effet, Syk joue aussi 
un rôle important dans la mise en place du rétrocontrôle négatif via l’activation de SLP65. 
SLP65 est une protéine adaptatrice qui, une fois phosphorylée par Syk, fourni un site de 
liaison à Btk, PLCγ2 et Grb2 (26). Le recrutement de ce complexe par SLP65 active le signal 
calcique et la voie NFκB (Figure 5). Il est démontré que le signal médié par SLP65 oriente la 
cellule pré-B de la prolifération à la différenciation. En effet, des souris Slp65-/- développent 
des leucémies de cellules pré-B (27). L’effet suppresseur de tumeur de SLP65 en coopération 
avec Btk a été démontré par Kersseboom et al (28). Cet effet de rétrocontrôle négatif du 


















Figure 5: SLP65 au carrefour de la prolifération et la différenciation, figure adaptée de la 
référence (29). La PLCγ2 transforme le phospatidylinositol 4 ;5 diphosphate (Ptdns(4,5)P2) en inositol (1,2,3) 


















e) La recombinaison de la chaîne légère 
 
 On peut spéculer que l’induction du réarrangement de la chaîne légère IgL qui va 
remplacer la SLC pour obtenir un BCR soit simplement le fruit de la terminaison du signal 
prolifératif du pré-BCR. Mais de plus en plus de données montrent que le signal pré-BCR est 
impliqué dans l’initiation du réarrangement de l’IgL. C’est encore la protéine SLP65, activée 
par Syk, qui diminue l’expression de la λ5 signant ainsi la fin de l’expression de la SLC, et 
qui active la recombinaison du gène de la chaîne κ de l’IgL (30). L’expression de l’IgL 
requiert l’activité du complexe RAG, l’atténuation du cycle cellulaire et l’activation 
transcriptionnelle du gène Igκ (31). La réexpression de RAG1 et RAG2 ainsi que l’inhibition 
du cycle cellulaire semblent être médiés par l’activation du facteur de transcription FOXO-1 
induite par SLP65. En effet, SLP65 empêche Akt (AKT) d’induire la dégradation de FOXO-1 
et assure donc la mise en route de la machinerie de recombinaison (Figure 6, modèle proposé 
par Herzog S, (8)). La transcription de l’Igκ est assurée par le facteur de transcription IRF4 
(interferon-regulatory factor 4) (32) dont l’expression est aussi sous le contrôle de SLP65 
(30). 
 Comment le complexe dépendant de SLP65 permet-il quelques cycles de prolifération 
avant l’induction du réarrangement IgL et l’activation de la différenciation ? On peut 
concevoir que les molécules impliquées dans la prolifération soient constitutivement 
exprimées alors que l’expression du complexe de pro-différenciation dépend de l’activation 
de SLP65 et donc du signal pré-BCR. 
 La recombinaison de la chaîne légère est aussi sujette à l’exclusion allélique. Un des 
mécanismes qui régule l’exclusion allélique du locus Igκ est la méthylation asymétrique qui 
rendrait un des deux allèles Igκ plus accessible au réarrangement VJκ  (33). 
 A ce stade, la cellule exprime un BCR avec deux chaînes lourdes et deux chaînes 
légères réarrangées et donc passe du stade pré-B au stade B immature. L’expression de ce 
BCR à la surface va permettre à la cellule B de sortir de la moelle osseuse pour subir sa 


























Figure 6 : Modèle de la régulation de la recombinaison IgL (8). L’arrêt de la phase de prolifération 
et l’activation de la recombinaison de l’IgL (chaîne légère de l’Ig) sont régulés par la protéine SLP65. SLP65 est 
activée par Syk et active le facteur de transcription FOXO-1 à travers l’inhibition de la voie PI3K/Akt. 
3. Cellule B immature, étape critique de l’adolescence 
 
Le réarrangement de la région variable et la région joining de la chaîne légère achève 
la formation du BCR et signe la transition des cellules pré-B en cellules B immatures. Les 
cellules B immatures sont les premières à exprimer un BCR de surface d’isotype IgM, ces 
cellules restent dans la moelle osseuse 3,5 jours en moyenne avant de rejoindre les organes 
lymphoïdes secondaires (34). Cependant, le procédé de fabrication de la diversité des cellules 
B peut générer des cellules B immatures auto-réactives (qui reconnaissent des antigènes du 
soi). On estime que plus de la moitié des BCR nouvellement formés sont capables de se lier à 
un auto-antigène (35). Ainsi, un des rôles majeurs du BCR à ce stade est d’éliminer ces 
cellules à risque. Trois procédés sont envisageables : 
 
- La sélection négative à travers l’induction de l’apoptose. 
- L’inactivation qui donne lieu à des cellules B anergiques: la faible affinité du BCR à 
l’auto-antigène est insuffisante pour induire un signal de délétion par apoptose et maintient 
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donc les cellules en un état anergique (36). Ces cellules ont une demie-vie courte comparable 
à celle des cellules B matures naïves : 2 à 4 jours et pourraient subir la mort induite par les 
lymphocytes T CD4 dans l’interface splénique (37).  
- La révision du récepteur: l’expression membranaire d’un BCR auto-réactif conduit à 
l’internalisation de ce dernier et à l’activation d’un signal intracellulaire qui conduit à la 
réexpression de RAG1 et RAG2, l’arrêt de la différenciation et l’initiation du réarrangement 
d’une nouvelle région Vκ pour remplacer le VκJκ original. Contrairement à l’anergisation et 
à la délétion, la révision du récepteur est un mécanisme de tolérance qui permet aux cellules B 
d’échanger leur récepteur et donc leur spécificité.  
 
Dans le cas où ces BCR auto-réactifs ne sont pas éliminés d’une manière ou d’une 
autre, il y a de forte chance que ces cellules soient à l’origine de maladies auto-immunes telles 
que le lupus érythémateux systémique ou la polyarthrite rhumatoïde. Néanmoins, tous les 
BCR auto-réactifs ne sont pas délétères pour l’organisme. Par exemple, une certaine 
proportion de BCR peut se lier aux auto-antigènes avec une très faible affinité ce qui ne 
permet pas la mise en place de réponse auto-immune. Par contre, ces mêmes BCR peuvent se 
lier avec une affinité élevée aux pathogènes et exercer ainsi une réponse de défense 
immunitaire. De plus, le répertoire de BCR généré comprend un nombre non négligeable 
(6%) de BCR qui défit le dogme de « un BCR, une liaison à un antigène spécifique ». Ce 
type de BCR se lie à plusieurs antigènes et/ou auto-antigènes et il est qualifié de 
« polyréactif » (38). 
 
4. Cellules B transitionnelles, entre adolescence et maturité 
 
Parmi les 2 x 107 cellules B (IgM+) qui se développe dans la moelle osseuse murine 
chaque jour, seulement 10% sortent pour atteindre les organes périphériques. Un tiers de ces 
émigrés progresse jusqu’au stade de cellules B matures (2). Les cellules B immatures qui 
quittent la moelle osseuse sont ainsi nommées cellules B transitionnelles et partagent des 
caractéristiques phénotypiques avec les cellules de la moelle comme la susceptibilité à la 
sélection négative et l’expression de marqueurs de surface bien définis (39). Loder et al. ont 
été les premiers à proposer une partition des cellules transitionnelles en deux sous 
populations : T1 et T2 en se basant sur leur phénotype et leur fonction (40). Depuis, d’autres 
groupes ont confirmé l’existence de ces 2 groupes et ont amélioré leur caractérisation. Les 
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cellules T1 sont IgMhighIgD-CD21-CD23-, alors que les cellules T2 sont 
IgMhighIgD+CD21+CD23+ (41). Contrairement aux autres isotypes, l’IgD est exprimé grâce à 
l’épissage de l’ARN, ceci préserve le locus Igµ et permet à la cellule B de co-exprimer l’IgM 
et l’IgD. Le CD21 étant le récepteur au complément et le CD23 le récepteur II au fragment 
Fcε. Allman et al. ont décrit une troisième population non-proliférante appelée T3 qui 
exprime de faible niveau d’IgM (42). Des études récentes démontrent que cette population 
cellulaire T3 constitue un compartiment de cellules B anergiques retenues par les auto-
antigènes de la rate (43). La localisation géographique diffère entre les 2 populations 














Figure 7: Le trajet des cellules B de la moelle osseuse à la rate (2). A partir de la pulpe rouge (red 
pulp) de la rate, les cellules pénètrent dans la zone marginale (MZ) pour atteindre la zone du PALS 
(periarteriolar lymphoid sheath). Les T1 restent limitées au PALS alors que les T2 migrent vers les follicules (B-
cell follicle). 
 
 Des différences fonctionnelles entre les sous-populations de cellules B transitionnelles 
marquent l’acquisition progressive de la compétence immunitaire. Alors que les cellules T1 
n’arrivent pas à proliférer et rentrent en apoptose suite à une stimulation de leur BCR, la 
réaction des cellules T2 face à ce signal, reste contestée. Certaines études indiquent que les T2 
ont la même réaction que les T1 face à l’engagement du BCR (41, 42), d’autres équipes 
suggèrent que les cellules T2 sont capables de proliférer et sont résistantes à l’apoptose 
induite par le signal BCR (40, 44). Ces différences fonctionnelles contradictoires peuvent 
provenir de la différence des stratégies d’isolement de ces cellules entre les laboratoires. 
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Néanmoins, certaines de ces études montrent une augmentation de l’expression des protéines 
de survie dans la population T2. Les études qui montrent que ces cellules T2 prolifèrent 
fortement et sont sauvées de l’apoptose induite par le signal BCR, pointent l’importance de 
l’aide apportée par les signaux dépendants des lymphocytes T, comme l’IL4 et le CD40 (41). 
Ces résultats suggèrent que les cellules T2 sont plus sensibles à la pression de sélection 
positive que les cellules T1. Les études utilisant le BrdU démontrent qu’il y a une perte de 40 
à 50% de cellules entre le stade T1 et T2 et que la proportion de cellules B matures constitue 
seulement 5% des cellules B immatures formées dans la moelle (42). Cette perte pouvant être 
due à la sélection négative des cellules T1 mais aussi à la possible migration de ces cellules 
vers d’autres organes lymphoïdes (45) .  
Un procédé de sélection impliquant le facteur BAFF (B-cell activating factor, de la 
famille du TNF) joue un rôle important dans la progression des cellules B transitionnelles. 
Ainsi, le blocage de la fonction de BAFF avec des inhibiteurs ou en sous exprimant son 
récepteur (BAFFR), prévient la transition des cellules T1 en T2 (46). Le mécanisme 
moléculaire de ce blocage est inconnu mais l’inhibition de la voie non canonique de NFκB 
ainsi que la régulation de l’expression du BCR par BAFF pourrait rendre compte de ce défaut 
de maturation (47). 
Néanmoins, la maturation des cellules transitionnelles est largement dépendante du 
signal BCR. En effet, la perturbation des différentes composantes de la signalisation du BCR 
induit des blocages à différents stades du développement des cellules B transitionnelles. 
Ainsi, les souris déficientes en Lyn (Lyn-/-)ne présentent pas de défaut de développement 
dans la moelle osseuse mais présente un nombre limité de cellules B périphériques avec un 
blocage entre le stade immature et le stade T1 (48). Des souris dont l’Igα est déficiente de sa 
queue cytoplasmique (40) ou des souris déficientes en Syk (Syk-/-) (49) présentent un blocage 
en stade T1. De plus, des souris c-rel-/- rela-/- (composantes de la voie NFκB) ont les mêmes 
défauts de maturation et présentent un faible niveau de Bcl-2 et un taux élevé d’apoptose qui 
signe l’échec de la transition T1 à T2 (50). Par contre, des souris CD45-/- accumulent les 
cellules T2 et les souris CD45-/- x SHP-1-/- conduisent au déblocage des cellules T2 et leur 
progression en cellules B matures suggérant que ces deux phosphatases exercent un rôle 
positif et négatif respectivement dans le développement des cellules B (51). Les souris 
déficientes en SLP-65 présentent un blocage important mais néanmoins incomplet au stade 
pré-B. Le petit nombre de cellules qui atteint la périphérie est ensuite bloqué au stade T2 (52). 
Enfin, les défauts en PLCγ, en la sous-unité p85α de la PI3K, en vav, en BCAP (B cell 
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adaptor for PI3K) ou en Btk empêchent les cellules T2 de progresser vers le stade B mature 
(2). Cette similitude dans les effets soutient le concept selon lequel PLCγ se trouve au centre 
de la régulation d’un « signalosome » regroupant toutes ces protéines appartenant à 
différentes voies de signalisation.   
Contrairement aux cellules B matures, les cellules B transitionnelles ne co-agrègent 
pas leur BCR avec les radeaux lipidiques après stimulation. Ceci indique que l’organisation 
spatiale du signalosome du BCR est un phénotype acquis, associé à la maturité des cellules B 
et pouvant constituer un pré-requis pour appartenir à la population de cellules B matures. 
 En résumé, il est clair que les défauts dans les protéines impliquées dans la 
signalisation du BCR conduisent à des défauts majeurs dans la transition des cellules B 
immatures aux cellules B matures.  
 
5. Cellules B matures 
 
Alors que l’effet de la sélection négative est validé en tant que mécanisme principal 
pour la différenciation des cellules B immatures, un processus de sélection positive semble 
prédominer pour la différenciation en cellules matures. En effet, ces cellules ne semblent pas 
être simplement le résultat d’un échappement à la sélection négative mais sont sélectionnées 
pour être fonctionnelles. Bien que le mécanisme exact de ce processus de tri positif soit sous 
investigations, il semble que le signal BCR et la spécificité antigénique lui soient intimement 
associés. En effet, la spécificité du BCR confère à la cellule B mature un avantage compétitif 
vis-à-vis des facteurs de survie.  
Les cellules transitionnelles T2 peuvent se différencier en cellules B folliculaires ou en 
cellules B de la zone marginale. La majorité des événements de différenciation se fait dans la 
rate et dépend en partie de la force du signal BCR mais aussi de la participation de Notch2.  
De plus, la voie canonique NFκB joue un rôle crucial dans cette étape (53). 
Si la différenciation induit la formation d’une cellule de la zone marginale, cette 
cellule migre vers une nouvelle localisation dans la rate où elle est retenue et acquiert la 
capacité d’auto-renouvellement et de survie indéfinie. Quant à la cellule B folliculaire, elle a 
une durée de vie limitée mesurée en semaines. La décision entre les deux sorts est dictée par 
la force du signal BCR. Un signal faible du BCR induit la formation des cellules de la zone 
marginale alors qu’un signal fort est requis pour le développement des cellules folliculaires 
dites de type I (FO-I). Un signal BCR excessivement fort induit la mort des cellules B FO-I. 
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D’ailleurs, les cellules B folliculaires de type I sont IgDhiIgMlowCD21mid et constituent la 
majorité des cellules matures folliculaires. L’autre population de cellules IgDhiIgMhiCD21mid 
est appelée cellules folliculaires de type II. Ces cellules FO-II constituent un réservoir pour 
les cellules de la zone marginale vu leur capacité à reconstituer ce compartiment quand il est 
déplété par les pathogènes portés par le sang (Figure 8). La grande différence qui sépare les 
deux populations de cellules folliculaires est la dépendance à l’antigène. En effet, les cellules 
FO-II se développent à partir de signal BCR « tonique », indépendant de l’antigène 
contrairement aux FO-I (53).  
Plusieurs articles ont montré que toute mutation ou défaut moléculaire induisant une 
augmentation du signal BCR (déficience en CD22 ou Aiolos…) (54, 55) défavorise la 
différenciation des cellules de la zone marginale au profit des cellules folliculaires FO-I. 
Inversement, la formation de cellules FO-I est diminuée dans des souris présentant des défauts 

















Figure 8 : Les choix de maturation des cellules B transitionnelles (53): Les cellules B 
transitionnelles se différencient en cellules folliculaires de type 1 (FO-I), de type II (FO-II) ou en cellules B de la 
zone marginale (MZ) en passant par le stade de précurseur des cellules B de la zone marginale (MZP). La force 
du signal BCR, son indépendance à l’antigène (tonic), le signal de survie BAFF, les voies de NFκB ainsi que la 
voie Notch conditionne l’orientation des cellules T1 et T2. AA4.1 est une protéine transmembranaire de type C-








6. Cellules stromales et présentation de l’antigène 
 
La suite du développement des cellules B est sous l’influence de deux procédés 
intimement interconnectés : la rencontre des cellules B avec l’antigène amené aux organes 
lymphoïdes périphériques (la rate, les ganglions lymphatiques, les plaques de Peyer et les 
amygdales) à travers le système lymphatique ou sanguin et l’interaction des cellules B avec 
des cellules stromales ainsi qu’avec des cellules du système immunitaire comme les 
lymphocytes T auxiliaires ou les macrophages. La structure des organes lymphoïdes est d’une 
importance capitale puisqu’elle permet la coopération entre ces différents types de cellules. 
De façon semblable à l’architecture de la rate, les ganglions lymphatiques sont composés de 3 
zones : la medulla, le paracortex (semblable au PALS) et les follicules. Les principales 
cellules stromales impliquées dans l’initiation et le maintien d’une réponse immunitaire 
efficace sont les cellules folliculaires dendritiques (FDC) et les cellules réticulaires 
fibroblastiques (FRC). Les FDC sont exclusives aux follicules et permettent la migration des 
cellules B et leur différenciation à travers divers facteurs de survie incluant le signal du BCR, 
certaines chimiokines, cytokines et molécules d’adhésion. La sélection des cellules B repose 
sur la compétition pour la liaison de haute affinité avec l’antigène, présenté par les FDC sous 
forme de complexe immun. Seules les cellules B qui présentent un BCR à haute affinité 
reçoivent un signal de survie des FDC, capturent l’antigène, l’internalisent et le présentent 
aux cellules T CD4+ qui délivrent à leur tour des signaux de survie et de maturation pour le 
lymphocyte B (58). Les FRC sont beaucoup moins caractérisées que les FDC. Elles sont 
majoritairement présentent dans le paracortex où elles constituent grâce à différents 
composants de la matrice extracellulaire un réseau de conduits qui connecte les vaisseaux 
lymphatiques afférents aux vénules endothéliales. Ce système permet le transport rapide 
d’antigènes solubles de la périphérie aux cellules dendritiques (DC). Comme les cellules B 
rentrent dans le ganglion lymphatique à travers les vénules endothéliales du paracortex, elles 
peuvent elles aussi migrer tout au long de ces FRC avant d’être attirer vers le follicule de 
façon dépendante des chimiokines. De façon générale, ces cellules B activées migrent vers le 





7. Le centre germinatif, berceau de la mutation 
hypersomatique et de la commutation de classe 
 
La présentation de l’antigène par les cellules dendritiques provoque l’expression de 
récepteurs aux cytokines qui vont attirer les cellules B vers une zone de l’organe lymphoïde 
riche en cellules T (T-cell zone) (60). L’interaction avec les cellules T active pleinement les 
lymphocytes B qui donnent lieu aux précurseurs-CG et ainsi initie la formation du CG. A ce 
stade, le follicule se qualifie de primaire et contient des cellules IgM+IgD+ parmi un réseau de 
FDC. Ces cellules B se mettent à proliférer rapidement et induisent la formation d’un follicule 
secondaire: la zone du manteau autour du futur CG. Après quelques jours d’intense 
prolifération, la structure du CG apparaît. Celui-ci est composé d’une zone sombre et dense, 
contenant les cellules proliférantes nommées centroblastes et d’une zone claire comprenant 
des cellules plus petites non proliférantes, les centrocytes parmi les FDC, les cellules T et les 
macrophages. Les études récentes utilisant la microscopie en temps réel in vivo ont montré 
que les cellules de la zone sombre migrent vers la zone claire et inversement. En plus de leur 
grande capacité à proliférer, les cellules du CG présentent une capacité accrue à répondre aux 
signaux apoptotiques, ceci pourrait être expliqué par l’absence de protéine de la famille anti-
apoptotique Bcl-2 et l’expression élevée de protéines pro-apoptotiques. Le bénéfice majeur de 
cette nature pro-apoptotique est l’élimination rapide de cellules B à BCR non fonctionnel 
(61).  
Afin d’assurer la suite de la maturation des cellules B, deux phénomènes majeurs 
touchent les deux régions du CG: la mutation hypersomatique (MHS) et la commutation de 
classe (CC). 
a) La mutation hypersomatique 
 
La mutation hypersomatique (MHS) est un processus qui consiste à modifier la séquence du 
gène codant pour la région variable réarrangée de l’immunoglobuline (IgV). La MHS consiste 
la base de la maturation de l’affinité de la réponse immunitaire dépendante de l’anticorps. En 
effet, la MHS génère un répertoire diversifié d’anticorps et induit une maturation de l’affinité 
du BCR. Ce procédé requiert l’activité d’une enzyme clé : AID (activation-induced cytidine 
deaminase) qui catalyse l’événement initiateur de ce processus en désaminant les cytidines de 
l’ADN conduisant à des cassures double brin de l’ADN (62). Puis, le système de réparation 
non fidèle « error-prone » répare ce défaut en introduisant des mutations somatiques. Le taux 
d’échange de nucléotides est de 10-3/ paire de base/génération. L’importance fonctionnelle des 
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centroblastes devient évidente quand on sait que ces cellules du CG sont le berceau de la 
MHS. En effet, la MHS se produit majoritairement dans la zone sombre du CG où les 
centroblastes expriment AID.  
 
Il a été démontré, dans des cellules de CG de donneurs sains, que la MHS peut concerner 
des gènes non-immunoglobuline comme celui de BCL-6. Néanmoins, le rôle fonctionnel de 
cette mutation n’est pas encore clair (63).  
 
La zone claire du CG est le site de trois principaux procédés de différenciation des cellules 
B: la sélection des cellules qui produisent des anticorps de haute affinité, la commutation de 
classe et l’initiation de la différenciation des centrocytes en plasmocytes ou en cellules B 
mémoires. En effet, un BCR nouvellement muté a besoin d’être testé pour sa capacité à lier 
l’antigène, ce test se fait dans la zone claire et est médié par des types cellulaires spécifiques à 
cette zone. La stimulation du BCR associée à d’autres signaux transmis par les cellules T 
fournit un signal de survie à la cellule B. Par contre, l’échec de la reconnaissance de 
l’antigène par le BCR induit la mort par apoptose (Figure 9). 
 
b) La commutation de classe 
 
La commutation de classe (CC) est un mécanisme de recombinaison somatique 
irréversible par lequel les cellules B peuvent échanger leur immunoglobuline de classe IgM et 
IgD par une IgG, IgA ou IgE, qui ont des fonctions effectrices distinctes. La CC requiert 
l’expression de AID (64), des domaines différents de cette protéine semblent être impliqués 
dans la MHS et dans la CC. La combinaison de cytokines spécifiques et de signaux co-
stimulateurs détermine la nature de la classe d’immunoglobuline qui va résulter de la CC. En 
plus du rôle critique de l’interaction CD40-CD154, d’autres récepteurs de surface fournissent 
des signaux d’induction de la CC comme ICOS (inducible T-cell co-stimulator) et les 
récepteurs de BAFF : TACI et BAFFR. De plus, le facteur de transcription IRF4 semble 
réguler indirectement l’expression de AID. Un signal CD40-NFκB pourrait être à l’origine de 
la régulation d’IRF4 (61).  
Enfin, la CC est activée dans des localisations différentes au sein de la zone claire 
(Figure 9) du CG, n’est pas temporellement liée à la MHS et ne semble pas conditionner la 























Figure 9 : Représentation des événements se déroulant dans le centre germinatif (61) : SHM: 
mutation hyper somatique ; CSR : commutation de classe, FDC : cellules folliculaires dendritiques. 
 
8.  Différenciation post-CG  
 
Outre le signal du BCR, les signaux requis pour qu’une cellule du CG se différencie en 
plasmocyte ou en cellule B mémoire sont encore mal connus. Néanmoins, il est connu que 
l’inactivation du facteur de transcription Pax5 est requise pour la formation des plasmocytes. 
En effet, Pax5 est essentiel pur maintenir l’identité des cellules B matures comprenant les 
naïves, les CG et les cellules B mémoires (65). L’inhibition de Pax5 représente le premier pas 
vers la différenciation plasmocytaire qui résulte en la formation d’un pré-plasmablaste qui 
sécrète de faibles niveaux d’anticorps. Le deuxième événement requis pour la différenciation 
post-CG est la diminution de l’expression de Bcl-6. L’engagement du BCR et du CD40 induit 
l’extinction de Bcl-6 dans les centrocytes (66). 
 Les événements qui conduisent à la différenciation des cellules B mémoires sont 
moins connus. La phosphorylation de STAT5 semble réguler la formation des cellules B 
mémoires à travers la régulation de Bcl-6 (67). Outre l’importance de la présence de Pax5, le 
rôle de la stimulation du CD40 dans la différenciation d’une cellule CG en cellule B mémoire 
a été démontré in vitro (68) (Figure 10).  
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Ainsi, les réactions qui se déroulent dans le CG sont essentielles pour l’acquisition de 
la réponse secondaire. Cette réponse repose donc sur la mémoire immunologique assurée par 
les cellules B mémoires et les plasmocytes sécréteurs d’anticorps. Après leur génération dans 
le CG, les cellules B mémoires rejoignent la population de cellules B circulantes, migrent vers 
différents tissus et colonisent les sites drainant l’Ag tels que la zone marginale de la rate. La 
durée de vie des plasmocytes dépend de leur localisation. Le microenvironnement de la 
moelle osseuse ainsi que l’action des cytokines semblent allonger de plusieurs années la durée 






Figure 10 : Le choix entre les cellules B mémoires et les plasmocytes (61). 
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L’importance capitale de l’expression du BCR dans la survie et la différenciation du 
lymphocyte B a été démontrée tout au long de ce chapitre. Néanmoins, le rôle que joue le 
BCR repose sur plusieurs événements cellulaires allant de son expression à la surface, à 
l’organisation de la plateforme de signalisation jusqu’à son internalisation et la présentation 
de l’Ag. L’essentiel de ces étapes ainsi que l’implication du BCR dans les pathologies seront 
présentés dans le chapitre suivant.  
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II. Le BCR 
 
A. Les événements moléculaires 
 
1. L’adressage du BCR à la membrane plasmique 
 
Comme cela a été décrit précédemment, le BCR est un complexe protéique comprenant 
la forme membranaire de l’immunoglobuline associée de façon non covalente avec les deux 
chaînes Igα et Igβ. L’expression de ce complexe est finement régulée au niveau 
transcriptionnel tout au long de la différenciation du lymphocyte B. Néanmoins, l’expression 
de ce complexe à la surface cellulaire est aussi contrôlée par des mécanismes post-
transcriptionnels. En effet, outre la régulation de la traduction de l’ARNm qui code la forme 
membranaire de l’Igµ, le BCR requiert des étapes de repliement et d’assemblage 
indispensables à son transport et à son insertion membranaire. Ces procédés se déroulent 
majoritairement dans le réticulum endoplasmique (RE) où les protéines sont généralement 
modifiées (clivage de signal peptidique, N-glycosylation, formation de ponts disulfure) et 
repliées avant de passer dans l’appareil de Golgi où se termine leur maturation.  
Si l’assemblage et la maturation sont défectueux, le système de contrôle de qualité 
empêche la production de ces protéines non-natives. Elles seront alors retenues dans le RE où 
les protéines chaperones prennent en charge leur remaniement afin qu’elles se retrouvent dans 
une conformation correcte. Parmi les protéines chaperonnes connues pour leur association 
avec les composants du complexe BCR, on retrouve la calnexine, la calreticuline, BiP (Ig 
heavy chain binding protein ou GRP78 glucose-regulated protein 78) et la GRP94 (69). Si 
malgré le contrôle dans le RE, les protéines restent mal assemblées, elles sont alors 
sélectionnées et envoyées au cytosol où elles seront dégradées par le système ubiquitine 
protéasome (70). Les chaînes Igα et Igβ sont aussi essentielles pour l’assemblage correct et le 
trafic du BCR vers et depuis la membrane plasmique. En effet, des mutations dans des 
domaines précis de l'Igα empêchent la liaison de l’Ig au complexe Ig-αβ. Le BCR se retrouve 
alors incapable de franchir les points de contrôle pour atteindre la membrane, il est très 
rapidement dégradé par le protéasome (71).  
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2. Les événements précoces de l’activation de la signalisation 
du BCR 
 
En l’absence d’antigène, les molécules de BCR paraissent dispersées dans la membrane 
plasmique. Les études de FRET (fluorescence resonance energy transfer) ont démontré que 
les BCR sont essentiellement monomériques. Suite à l’engagement par l’antigène, les BCR 
forment des "clusters" microscopiques puis recrutent la première kinase responsable de la 
phosphorylation des ITAMS, Lyn. Durant ces dernières années, nous avons acquis beaucoup 
de connaissances concernant la nature du complexe de signalisation du BCR et comment les 
composantes du complexe sont reliées aux événements moléculaires en aval. Cependant, les 
mécanismes qui s’opèrent dans les secondes qui suivent l’engagement du BCR et qui 
induisent les événements précoces de l’activation de la cellule B restent mal connus. En 
particulier, il n'existe aucune certitude concernant la façon par laquelle la liaison de l’antigène 
à l’Ig du BCR transmet cette information à travers la membrane pour induire la 
phosphorylation des ITAMs de l’Igα-β par Lyn. Les avancées des techniques d’imagerie de 
haute résolution appliquées aux cellules vivantes et aux organes intra-vitaux fournissent des 
outils incomparables pour comprendre ces phénomènes initiateurs.  
Traditionnellement, l’étude de l’activation des cellules B s’effectue en utilisant un 
antigène soluble in vitro. Cependant, de nombreuses études ont montré que la cellule B 
rencontre l’antigène in vivo sur la surface des CPA et que le contact entre les cellules B et ces 
CPA constitue une étape clé dans l’activation de la cellule B. Cet antigène peut être présenté à 
la surface des CPA à travers des récepteurs qui reconnaissent les complexes immuns tel que 
les FcR ou les récepteurs au complément. 
F. Batista et al. ont été les premiers à démontrer que les cellules B sont activées de 
manière efficace par un antigène natif exprimé sur les CPA in vitro. Ils observent que, suite à 
la rencontre de l'Ag, les cellules B s’étalent en remodelant leur cytosquelette pour augmenter 
la surface de contact avec l’Ag, puis se contractent et forment une synapse immunologique 
hautement organisée (Figure 14). Le niveau d’étalement et de contraction cellulaire est 
proportionnel à la force de l’affinité à l’antigène. La synapse ultimement formée est 
caractérisée par la présence de plusieurs molécules de BCR (50 à 500 molécules) agrégées en 
"cluster" central, le cSMAC (central supramolecular activation cluster), entourées par un 
anneau de molécules d’adhésion comme les intégrines formant le pSMAC (peripheral 
supramolecular activation cluster) (72) (73). A l’évidence, cette synapse immuologique joue 
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un rôle majeur dans l’activation de la cellule B. Cependant, l’activation du flux calcique suite 
à l’engagement du BCR, s’opère plus rapidement que la formation de la synapse, suggérant 
que cette dernière n’induit pas l’initiation du signal (74).  
 
Plus récemment, la même équipe a analysé l’activation du BCR suite à la rencontre d’un 
antigène contenu dans une bicouche lipidique fluide. Ils ont démontré que cette bicouche 
comprenant l’antigène était capable d’induire la formation de "microclusters" de BCR qui 
migrent par la suite suivant un réseau de cytosquelette d’actine et d’ezrine vers le centre de la 
zone de contact où ils se concentrent pour former la synapse immunologique (75) (76). Ils ont 
montré que l’initiation du signal se situe après la formation des microclusters et avant la 
formation de la synapse immunologique. En effet, le recrutement de molécules de 
signalisation comme les src kinases, et Syk, suivi par l’activation de PLCγ2 et vav, joue un 
rôle majeur dans la promotion de l‘étalement cellulaire à travers la régulation du cytosquelette 
d’actine (77) (Figure 11). La bicouche lipidique mime la membrane des CPA et ce modèle 
expérimental est actuellement utilisé par d'autres équipes pour étudier les événements 














Figure 11: Formation des "signalosomes" de BCR (75): Au repos, les molécules de BCR sont 
monomériques. La stimulation des BCR induit un étalement de la cellule B (spreading) qui augmente la surface 
de contact de la cellule avec l'antigène. Les molécules de BCR s'aggrègent (points rouges). Sous les molécules 
de BCR agrégés (du côté intracytoplasmique) s'organise un complexe de signalisation comprenant plusieurs 




Malgré l’avancée remarquable que fournissent ces études sur la compréhension des 
événements proximaux de l’activation du signal BCR, il reste à savoir par quels mécanismes 
ces "microclusters" se forment suite à la reconnaissance de l’antigène par la partie 
extracellulaire de l’Ig. Weber et al. suggèrent que la formation de ces "microclusters" est 
indépendante de la signalisation du BCR puisque des cellules B déficientes en Lyn sont 
encore capables de former ces "clusters" (77). Cependant, ce phénomène est totalement inhibé 
après un traitement aux inhibiteurs de la polymérisation de l’actine, démontrant sa 
dépendance envers le cytosquelette cellulaire (73). D’autres facteurs semblent intervenir dans 
ce processus. En effet, l’équipe de SK. Pierce a démontré que les régions constantes Cµ4 des 
IgM sont capables de s’agréger, suggérant que ce domaine est essentiel pour la formation de 
"microclusters" de BCR (78). Cette agrégation des domaines Cµ suivrait une étape 
d’accumulation des BCR dans des domaines confinés de la membrane plasmiques. Certaines 
équipes, comme celle de SK. Pierce, postulent que ces domaines confinés sont constitués de 
radeaux lipidiques alors que d’autres équipes comme celle de F. Batista pointent du doigt 
l’importance du remodelage du cytosquelette d’actine qui favoriserait le confinement des 
BCR avant leur "clusterisation" (79). 
 
Ainsi, les premiers événements qui conduisent à l’agrégation des BCR en 
"microclusters", puis à l’assemblage du complexe de signalisation restent controversés et 
adhèrent à deux modèles différents: 
 
- Le modèle de changement conformationnel et translocation dans les radeaux 
lipidiques qui postule que l’engagement de l’Ig par l’Ag (présenté par les CPA) conduit à un 
changement de conformation de l’Ig lui permettant de se lier aux autres Ig (Figure 12). Les 
domaines transmembranaires des Ig qui constituent les "microclusters" ainsi formés, 
présenteraient une préférence à l’environnement fourni par les lipides saturés des radeaux 
lipidiques. En effet, l’équipe de SK. Pierce a largement démontré que le BCR devient associé 
aux radeaux lipidiques quelques secondes après sa stimulation (80-82). Cette association est 
transitoire et permet la phosphorylation des ITAMs par Lyn. De plus, la co-stimulation des 
co-récepteurs activateurs CD19/CD21 prolonge l’association du BCR avec les radeaux 
lipidiques alors que le co-engagement du co-récepteur inhibiteur FcγRIIB bloque cette 
association (83). Cette même équipe a démontré que la translocation du BCR dans les radeaux 
lipidiques après stimulation est un phénomène spécifique des cellules B matures. En effet, le 
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pré-BCR est constitutivement présent dans les radeaux lipidiques et le BCR des cellules 










Figure 12: Modèle de changement conformationel du BCR et translocation dans les radeaux 
lipidiques (85): L'engagement du BCR par un antigène présenté par une cellule présentatrice d'antigène 
(APC) induirait un changement de sa conformation. Ce changement lui permettrait de s'autoagréger dans les 
radeaux lipidiques (en bleu). La kinase Lyn présente au niveau de ces radeaux initie le signal intracellulaire. 
mIgH (chaîne lourde de l'Ig membranaire); IgL (chaîne légère de l'Ig), Ag (antigène). 
 
 
- Le modèle de cinétique de ségrégation qui a été proposé pour le TCR et qui 
consiste à décrire le BCR en diffusion libre dans la membrane en absence de stimulation où il 
peut être phosphorylé ou déphosphorylé selon les liaisons qu’il rencontre avec les kinases ou 
les phosphatases. La proximité d’une CPA établit la formation d’une zone de contact fermée à 
travers les molécules d’adhésion et le cytosquelette d’actine. Le BCR serait retenu dans ces 
zones de contact où les phosphatases CD45 et CD148 seraient exclues, ceci permettant 
l’activation du signal (Figure 13).  
Différentes études apportent des éléments de soutien ou de contradiction aux deux 
modèles, il est donc probable que l’engagement du BCR induit des changements de 
conformation de l’Ig lui permettant de s’agréger grâce à un remodelage du cytosquelette, dans 
des domaines membranaires à composition lipidique spécifique où la concentration de src 
























Figure 13: Le modèle de la cinétique de ségrégation du BCR (75):  Au repos, le BCR est parmi les 
protéines phosphatases (batonnet violet) et les protéines kinases (bleu clair), ce qui le maintien en état d'équilibre 
de signalisation. La liaison de l'antigène (cercle vert) induit une agrégation des BCR dans des domaines riches en 
protéines kinases et pauvres en protéines phosphatases ce qui permet l'amorçage du signal. Cette ségrégation se 
fait notamment grâce aux molécules d'adhésion et au cytosquelette d'actine. 
 
3. La signalisation du BCR 
 
La signalisation du BCR est essentielle pour diriger le lymphocyte B au cours de sa 
différenciation, mais cette signalisation contrôle aussi la réponse immunitaire aux antigènes et 
permet la survie des cellules B matures. L’information concernant la rencontre du BCR avec 
l’antigène est envoyée au cytoplasme grâce à l’hétérodimaire Igα/Igβ, ce qui active la 
signalisation intracellulaire. L'activation du signal repose essentiellement sur deux protéines 
tyrosines kinases: Lyn et Syk. 
  
Lyn est une protéine qui appartient à la famille des Src kinases. Elle est palmitoylée et 
myristoylée en région N-terminal, ce qui permet son ancrage parmi les lipides membranaires. 
Elle contient également un domaine Src-homology 3 (SH3), un domaine SH2, un domaine 
kinase catalytique et un domaine régulateur en partie C-terminale (Figure 14). Son activité est 
régulée par phosphorylation sur des résidus tyrosines (Y). La phosphorylation en Y416 dans 
le domaine catalytique est activatrice, la phosphorylation en Y527 dans le domaine régulateur 
est inhibitrice. La phosphorylation en Y527 induit une association intramoléculaire du 
domaine SH2 et du domaine régulateur conduisant à une conformation inactive de Lyn. La 
Y416 semble être phosphorylée par autophosphorylation ou par transphosphorylation par les 
1. Cellule B « au repos » 2. Rencontre avec l’antigène
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Src kinases. La Y527 est déphosphorylée par la phosphatase CD45 et phosphorylée par Csk 
(COOH-terminal Src kinase) (Figure 14) (86). Bien que l'événement initiateur pour 
l'activation de Lyn soit inconnu, il est fort probable que le rapprochement des différentes 
molécules de Lyn suite à l'agrégation du BCR stimulé induise l'autoactivation de Lyn par 
















Figure 14: Mode de régulation de Lyn (86): UNIQ (domaine inique); pY (phosphorylation sur 
tyrosine; P (phosphorylation); déP (déphosphorylation), R (domaine régulateur). 
 
L'activation de Lyn induit très rapidement la phosphorylation des motifs ITAMs de 
l'Igα/Igβ. Lyn se lie préférentiellement à l'Igα à travers le site Y182 qui est un résidu essentiel 
pour la phosphorylation des ITAMs (87). Les motifs concervés ITAMs jouent un rôle 
primordial puisqu’ils constituent des sites de liaison pour les tyrosines kinases de la famille 
Src et de la famille Syk/Zap-70 (88).  
Syk est une tyrosine kinase composée de deux domaines SH2 en partie N-terminale 
séparés par un interdomaine A, et d'un domaine catalytique séparé des domaines SH2 par un 
interdomaine B. La phosphorylation des ITAMs crée un site de liaison à la tyrosine kinase 
Syk. Cette liaison entre les tyrosines phosphorylées de l'ITAM et les domaines SH2 de Syk 
transforme la conformation de Syk et la rend active (Figure 15).  L'activation de Syk a pour 
conséquence le déclenchement d'une cascade d'autophosphorylation qui ont pour rôle de 




p85α de la PI3K (sur Y317, 342 et 346) et SLP65 (sur Y624) (89) mais aussi de maintenir 
l'activation du signal à travers un rétrocontrôle positif de Syk sur les ITAMs (24) (Figure 15). 
 Ainsi, la phosphorylation des ITAMs dépendantes de Lyn a pour conséquence 
l'activation de Syk et de la cascade de signalisation qui en dépend. Cependant, certaines 
études démontrent que Syk peut être activée dans des cellules déficientes en Lyn (90). Les 
auteurs proposent un modèle selon lequel une partie de Syk est liée à l’hétérodimère Igα/Igβ 
(91). L’agrégation du BCR suite à la liaison à l’antigène induirait l’activation de Syk qui 
phosphoryle à son tour les ITAMs. Cette phosphorylation recruterait d’avantage de protéines 
Syk et permettrait la trans/auto-phosphorylation de cette kinase. Néanmoins, même si Syk est 
capable d’être activée en l’absence de Lyn, l’effet positif de Lyn sur Syk est largement 














Figure 15: Mode d'activation de Syk (89): La phosphorylation des ITAMs par les Src kinases (en 
particulier par Lyn) permet le recrutement et le changement de conformation et l'activation de Syk. Différents 
sites de phosphorylation sur tyrosines dans les interdomaines et dans le domaine kinase permettent la liaison aux 
protéines de signalisation. Cet état d'activation optimale a aussi pour effet la phosphorylation directe des ITAMs 
par Syk afin d'augmenter le signal BCR. 
 
 
Les actions concertées de Lyn et Syk sont requises pour l’activation de la protéine Btk. 
L’activation de Btk propage le signal en aval du BCR, en particulier vers la voie 














Figure 16 : La cascade d'activation des protéines kinases proximales, figure adaptée de (92): 
Lyn active Btk par phosphorylation. Syk active phosphoryle SLP65 (BLNK), et la PLCγ2 ce qui induit la 
formation d'un complexe sous-membranaire comprenant Btk, SLP65, et PLCg2. PIP3 (phosphatidylinositol 
triphosphate); PIP2 (phosphatidylinositol diphosphate); DG (diacylglycérol), IP3(inositol triphosphate). La 
PLCg2 fournit du DG et de l'IP3. Le DG participe à l'activation des PKC et donc de la voie Ras/Raf/MEK/ERK 
et de la voie NFkB. L'IP3 induit le relargage du calcium intracellulaire. D'autre part, Syk active la voie de 
prolifération PI3K/Akt. 
 
La PLCγ2 a besoin d’une autre molécule pour être activée, SLP65 ou (BLNK) qui est 
un substrat direct de Syk. En fait, SLP65, activée par Syk, fournit un site de liaison à Btk et à 
la PLCγ2, ainsi Btk peut phosphoryler PLCγ2 et l’activer pleinement (93). La protéine Cbl est 
connue pour réguler négativement Syk en induisant son ubiquitination et sa dégradation. 
Outre l’effet de cette protéine sur Syk, Cbl agit aussi comme régulateur négatif de PLCγ2 en 
inhibant son association avec SLP65 (94). La PLCγ2 hydrolyse les phospholipides de la 
membrane plasmique et génère de l’IP3 (inositol triphosphate) et du DAG. L’IP3 se lie à ses 
récepteurs au niveau du RE et induit ainsi la fuite du calcium du RE. Cette déplétion calcique 
des stocks intracellulaires est couplée à un flux calcique provenant de l’extérieur de la 
membrane plasmique. L’élévation du niveau de calcium dans la cellule active, entre autre, la 
calcineurine, une sérine/thréonine phosphatase qui facilite la translocation nucléaire du facteur 
NFATc. De plus, un des effets de l’activation de PLCγ2 est l’activation de la protéine Ras qui 
active la voie des MAPK et en particulier ERK1/2. 
L’activation de Syk et PLCγ2 a des conséquences importantes sur la voie NFκB à 
travers l’activation des PKC (protéines kinase C), en particulier la PKCβ qui régule le 
complexe BCL10/MALT1/CARMA/IKK et ainsi active NFκB (Figure 16).  
En résumé, la signalisation enclenchée par l’engagement du BCR met en jeu une 








jusqu’aux facteurs de transcription. Ces voies de signalisation sont bien souvent 
interconnectées et exercent entre elles des réactions de rétro-contrôle finement régulées. Un 









































Figure 17 : La complexité de la signalisation du BCR (95) : Ce schéma a pour but de représenter et 
de manière non exhaustive la complexité de la signalisation du BCR qui met en jeu toute sorte d’acteurs 
protéiques. Les protéines kinases (rouge), les protéines phosphatases (vert), les protéines adaptatrices (gris), les 
GTPases (violet), les facteurs de transcription (bleu), les co-recepteurs membranaires (carré jaune), les GTPases 
activating proteins et les guanines exchange factors (hexagone orange). Toute cette signalisation a pour but de 
transmettre le signal de la stimulation antigénique au noyau. La transcription de certains gènes va orienter la 
cellule B vers la prolifération, l’apoptose ou la différenciation. L’autre rôle de cette signalisation complexe est la 





4. Le co-récepteur CD19 et l’amplification du signal 
 
 
A côté des protéines cytoplasmiques et sous-membranaires, des protéines de 
signalisation transmembranaires (PST) participent à l’activation du signal BCR et à sa 
propagation. La PST qui joue le rôle le plus important est le co-récepteur CD19, une 
glycoprotéine exprimée depuis le stade pré-B jusqu’au stade plasmocytes. Le CD19 est 
présent à proximité du BCR parmi un complexe comprenant les co-recepteurs CD21, CD81 et 
leu-13. CD21 est le récepteur du produit clivé du complément (C3d). Lorsque le complexe 
CD19/CD21 est co-engagé avec le BCR par un antigène couplé à C3d, le seuil d’activation du 
BCR est réduit de 104 fois (96). Le CD19 est ainsi rapidement phosphorylé et régule le signal 
BCR en amplifiant l’activation des tyrosines kinases et des effecteurs moléculaires en aval. 
En effet, suite à l’engagement du BCR, Lyn se lie à la queue cytoplasmique de CD19 et la 
phosphoryle, cette liaison lève l’auto-inhibition de Lyn et la rend complètement active, ce qui 
a pour conséquence l’amplification du signal BCR. La queue cytoplasmique phosphorylée du 
CD19 recrute les protéines Vav ainsi que la sous-unité p85 de la PI3Kinase. Vav, une protéine 
de la famille des facteurs d’échange de guanine est responsable de l’activation de RAC1, une 
molécule impliquée dans le remodelage du cytosquelette mais aussi dans l’activation de 
p38MAPK. La PI3K génère du PIP3 contribuant à l’accumulation de Btk, Vav et PLCγ2 à la 
face interne de la membrane plasmique. Cette augmentation de la concentration de protéines 
localisées au niveau des radeaux lipidiques constituerait une boucle d’amplification par 
laquelle le seuil d’activation des molécules de BCR des cellules matures serait réduit (26). 
Cependant, l’affinité entre le co-récepteur CD19/CD21 et les radeaux lipidiques est très 
faible. Pour stabiliser cette association, CD81, un élément du complexe, serait palmitoylé en 
conséquence de la co-ligation du BCR et du couple CD19/CD21. L’interaction entre CD81 et 
CD19 l’emmène dans les radeaux lipidiques et optimise ainsi l’activation du signal BCR (97).     
Bien que contradictoire selon le stade de maturation du lymphocyte B, le rôle de la 
phosphatase membranaire CD45 est établi en ce qui concerne sa participation à l’activation de 
PI3K, ERK1/2 et NFκB après stimulation du BCR (98). En effet, cette phosphatase contribue 
à la régulation positive du signal BCR dans les cellules B matures en agissant sur les 
phosphorylations inhibitrices des src kinases contrairement aux cellules B immatures où elle 
exerce un effet inhibiteur sur les protéines tyrosines kinases et en particulier sur Lyn (99). 
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5.  Rétrocontrôle négatif du signal BCR 
 
La réponse immunitaire exagérée des cellules B et la sécrétion d’auto-anticorps sont 
observées dans des cas de mutations de perte de fonction dans les gènes qui codent des 
molécules impliquées dans la régulation négative du signal BCR. Au niveau cellulaire, deux 
différents modes de régulation négative peuvent être observés : le rétrocontrôle négatif 
immédiat qui s’opère quelques minutes après la perception du signal et le rétrocontrôle 
négatif retardé qui met en jeu une synthèse de novo de régulateurs négatifs.  
Concernant la réponse rapide, divers exemple de régulation peuvent être cités parmi 
lesquels la capacité que a la PKCβ à réguler négativement Btk qui est à l’origine de 
l’activation des PKC après l’engagement du BCR. Mais la boucle de régulation négative la 
plus connue est celle qui agit directement sur le couple ITAM/Syk. Cette boucle met en jeu la 
tyrosine phosphatase SHP-1 (SH2 domain-containing protein tyrosine phosphatase) qui se lie 
aux motifs ITIMs des co-récepteurs du BCR, le CD22, le CD72 ou PIR-B (paired 
immunoglobulin like receptor-B) (100). En effet, les PST qui entourent le BCR possédent soit 
des motifs ITAMs qui recrutent des protéines kinases pesant en faveur de l’augmentation du 
signal BCR, soit des motifs ITIMs qui recrutent des phosphatases comme SHP-1 et SHIP 
agissant en faveur d’une inhibition du signal. A ce jour, il a été recensé plus de PST négatifs 
que positifs pour la régulation du BCR. Les PST négatifs sont le récepteur FCγRIIB1, une 
molécule d’adhésion CD22, le récepteur PIR-B, CD5, CD72 et PD-1 (Figure 18).  
De façon surprenante, il a été montré que Lyn exerce un effet de rétrocontrôle négatif 
du signal BCR à travers ces PST. La dualité fonctionnelle de Lyn a été illustrée par les 
phénotypes des souris déficientes pour Lyn. En effet, les souris « knock-out » Lyn-/- 
présentent un développement normal des cellules pro-B dans la moelle mais un déficit en 
cellules B matures périphériques (48). Ce résultat confirme le rôle positif qu’exerce Lyn sur le 
BCR. Cependant, de façon inattendue, les quelques cellules B périphériques formées dans ces 
souris produisent des auto-anticorps et les souris développent des glomérulonéphrites. La 
production d’auto-anticorps provient de cellules B auto-réactives qui ont échappé à la 
sélection négative médullaire. En effet, dans une cellule B immature Lyn+/+, la stimulation du 
BCR conduit à l’apoptose alors que dans les cellules B Lyn-/-, le BCR est incapable de 
déclencher cette signalisation appropriée pour éviter l’auto-réactivité. Ces études révèlent 
donc que Lyn peut exercer un effet inhibiteur sur le BCR, illustré par son rôle d’augmentation 
du seuil d’activation du BCR dans les cellules B immatures. Il a été compris plus tard que Lyn 
 50
exerçait son rôle de rhéostat à travers la phosphorylation des motifs ITAMs et ITIMs des PST 
(101). 
Ainsi, Lyn phosphoryle les motifs ITIMs du FCγRIIB1 qui recrute SHIP ce qui induit 
le blocage de la voie PI3K/Akt. Lyn phosphoryle aussi le motif ITIM du CD22 qui recrute 
SHP-1, qui déphosphoryle Syk ainsi que les ITAMs de l’Igα/Igβ induisant l’extinction du 
signal BCR depuis son sommet. SHP-1 est capable d’enlever un groupement phosphate sur un 
ITAM plus rapidement que Syk ne peut en mettre (102). Néanmoins, pour permettre 
l’initiation du signal positif, l’engagement du BCR est très rapidement suivi d’une production 
massive de H2O2 (en partie dépendante du flux calcique) qui induit une oxydation réversible 
des tyrosines phosphatases et empêche alors SHP-1 d’agir négativement sur les ITAMs (103). 
PIR-B exerce aussi son effet inhibiteur sur la voie PLCγ2 via le recrutement de SHP-1 (104). 
Enfin, les mécanismes d’inhibition qu’utilisent CD5, CD72 et PD-1 ne sont pas parfaitement 
connus.  
L’exemple de régulation négative retardée concerne la dégradation du facteur de 
transcription Bcl-6 qui favorise l’expression des gènes codant pour des protéines de la 
signalisation du BCR comme Btk, PKCβ, Lyn, Syk, CD45 et CD21. La dégradation de Bcl-6 
se fait grâce à sa phosphorylation dépendante de ERK (105). 
Ainsi, la nature des protéines recrutées par les PST sur les motifs ITAMs ou ITIMs fait 






































Figure 18: Les PST ou co-récepteurs du BCR (101): Les PST qui participent à l’activation du signal 
sont en vert au niveau de la membrane plasmique. Les PST qui participent à l’inhibition du signal sont en bleu. 
Lyn exerce un rôle duel en phosphorylant les ITAMs dans un premier temps puis les ITIMs pour inhiber le 
signal. Les phosphatases SHP-1, SHP-2 et SHIP-1 sont recrutées aux motifs ITIMs des PST (comme CD22 et 
FcγRIIB1) ce qui les activent. L’activation des phosphatases exerce un effet inhibiteur très puissant sur la 
signalisation du BCR en déphosphorylant les ITAMs mais aussi les protéines kinases activatrices du signal. 
L’inactivation de Lyn par Csk requiert son interaction avec PAG/Cbp au niveau membranaire. P : représentation 
schématique des sites de phosphorylation des PST négatifs et de l’ITAM du CD19. 
 
6. Implication de l’isotype de l’Ig dans la signalisation du BCR 
 
Comme il a été déjà décrit dans le chapitre précédent, l’IgM et l’IgD subissent une 
commutation de classe dans le CG qui échange leur IgM et leur IgD en une IgG, IgE ou une 
IgA. Ces isotypes diffèrent au niveau structural par la taille de leurs domaines 
intracytoplasmiques. L’IgM et l’IgD possèdent seulement 3 acides aminés (aa) en partie 
intracytoplasmique et transmet le signal à travers l’hétérodimère Igα/Igβ. L’IgE et les 
différentes sous-classes d’IgG possèdent 28 aa. L’IgA en possèdent 14. La queue 
cytoplasmique qui caractérise l’IgG, l’IgE et l’IgA est hautement conservée et possède un 
résidu tyrosine qui a toujours été suspecté pour jouer un rôle important dans la signalisation 
du BCR. La nature des différences de signalisation entre les différents isotypes est restée 
longtemps inconnue. La manipulation génétique des isotypes BCR de souris a démontré que 
l’expression de la partie cytoplasmique de l’IgG confère un signal BCR plus fort que celui 
fournit par l’IgM (flux calcique et activation de ERK supérieurs) (106). De plus, il a été 
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récemment démontré que la partie intracytoplasmique de l’IgG fournit un signal plus fort en 
évitant la régulation par le CD22. La phosphorylation du CD22 par Lyn habituellement 
observée dans les cellules exprimant une IgM ou une IgD n’est pas observée dans les cellules 
exprimant une IgG. De fait, le recrutement de la protéine phosphatase SHP-1 ne s’effectue pas 
et l’inhibition du signal est ainsi fortement affectée (106). De plus, Engels et al. ont démontré 
que la tyrosine conservée dans le partie intracytoplasmique est phosphorylée suite à la 
stimulation antigénique et ainsi recrute une protéine adaptatrice Grb2 qui participe à 
l’amplification du signal (107). En résumé, malgré l’utilisation de la même machinerie de 
signalisation, des différences existent entre le signal d’une IgM et celui d’une IgG et des 
études plus appronfondies sont necéssaires pour éclaircir la fonction exacte de chacune de ces 
différences.  
 
7. Internalisation du BCR et présentation de l’antigène 
 
Bien que nécessaire pour l’activation du lymphocyte B, la signalisation du BCR n’est 
pas suffisante à elle seule pour induire la prolifération et la différenciation des cellules B. La 
réponse de la cellule B envers la grande majorité des antigènes requiert l’interaction avec des 
lymphocytes T spécifiques de l’antigène (108). Cette interaction dépend de la transformation 
de l’antigène en petits peptides, le "processing", et de la présentation de l’antigène par les 
cellules B aux cellules T. De plus en plus d’études montrent que la signalisation et la 
présentation de l’antigène sont deux fonctions interconnectées du BCR. La reconnaissance de 
l’antigène par le BCR induit une internalisation rapide du récepteur engagé, un "processing" 
de l’antigène et sa présentation au CMH de classe II (109) (Figure 19). L’internalisation 
semble aussi réguler la signalisation puisque les BCR internalisés sont dégradés. En effet, le 
niveau de signalisation du BCR augmente dans des souris exprimant une Igβ portant une 
mutation dans son motif responsable de son internalisation (110). Les BCR non engagés sont 
continuellement recyclés à travers une internalisation dépendante des puits de clathrine. Cette 
internalisation dépend des motifs ITAMs de l’Igα/Igβ. Ces BCR internalisés sont rapidement 
recyclés dans les endosomes précoces pour être réexprimés à la surface cellulaire. Les BCR 
engagés forment des agrégats à la surface, ce phénomène est décrit sous le nom de "capping" 
et sont ensuite internalisés de façon dépendante ou indépendante des puits de clathrine 
quelques minutes après la rencontre avec l’antigène. Comme déjà décrit précédemment, la 
liaison du BCR est très rapidement suivie par sa translocation dans des domaines 
membranaires riches en cholestérol (111) et un remodelage important du cytosquelette 
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d’actine (112). Cependant, la localisation du BCR dans les radeaux lipidiques n’est pas 
suffisante pour induire l’internalisation mais fournirait un environnement favorable pour 
l’association du BCR avec le cytosquelette et une souplesse pour l’invagination membranaire 
(82). Ainsi, les événements initiateurs de l’internalisation du BCR dépendent de la 
collaboration entre les trois éléments suivants: la localisation dans les radeaux lipidiques, la 
signalisation et le cytosquelette d’actine mais aussi de la nature de l’antigène qui se lie au 
BCR. En effet, des études décrivant l’internalisation du complexe BCR/antigène ont fourni 
des résultats contradictoires avec d’autres équipes qui elles, ont décrit l’internalisation du 
complexe BCR/ anticorps anti-BCR.  
Suite à son internalisation dans les endosomes précoces, le BCR transite vers les 
endosomes tardifs qui sont enrichis avec le complexe CMH de type II. Ces compartiments 
Lamp-1+ sont riches en cathepsine, thiol reductase et d’autres molécules requises pour le 
 "processing" de l’antigène (109), c'est-à-dire la réduction de l’antigène en petits peptides. Le 
CMH se lie à l’antigène "processé" et est exporté à la surface cellulaire vers des domaines 
















Figure 19 : L’internalisation du BCR et la présentation de l’antigène (113). La stimulation du 
BCR induit son internalisation, en partie grâce à la formation de puits de clathrine. Ensuite le BCR est véhiculé 
vers les endosomes tardifs où l’antigène est réduit en petits peptides. Le complexe majeur d’histocompatibilité 
de classe II (MHCII) est aussi transporté vers les endosomes tardifs et a comme rôle de transporter les peptides 








B. Le BCR Tonique 
 
1. Preuve du concept 
 
L’idée du BCR silencieux en absence de ligand a toujours été trop simpliste aux yeux 
des spécialistes du domaine (114) jusqu’au jour où l’équipe de Michael Reth a démontré par 
une expérience simple l’existence d’un bruit de fond de signalisation en l’absence de ligand. 
Cette étude a démontré la génération d’un profil de phosphotyrosine identique à celui observé 
après stimulation du BCR grâce à un traitement des cellules B avec l’orthovanadate, un 
inhibiteur de phosphatase (115). Cette expérience a ainsi démontré que le BCR existe dans un 
complexe qui génère constitutivement un signal basal qui est stabilisé par les tyrosines 
phosphatases. Pour confirmer l’indépendance potentielle au ligand du pré-BCR, d’autres 
études utilisant des constructions d’Ig incapables de se lier à un ligand, ont montré que le 
complexe pré-BCR/Igα-Igβ génère un signal indépendamment de ligand conventionnel (116, 
117). Afin d’exclure la possibilité d’une interaction entre l’ectodomaine de l’Igα/Igβ et un 
ligand extracellulaire, Bannish et al. ont généré des cellules qui expriment une forme 
d’Igα/Igβ qui est capable de s’insérer dans la partie interne de la membrane plasmique. Ce 
complexe n’a donc pas la capacité de se lier à des ligands extracellulaires mais, une fois 
exprimé in vivo dans des souris qui présentent un défaut de différenciation du stade pro-B au 
stade pré-B, ce complexe permet la différenciation jusqu’au stade transitionnel périphérique 
(118). Ces résultats, ainsi que d’autres (119), démontrent que le signal tonique existe et qu’il 
requiert la localisation membranaire du complexe Igα/Igβ. L’ablation de l’Igα ou de l’Igβ ou 
de leur motif ITAM compromet la survie indépendante du ligand des cellules B (120) (121). 
Par la suite, l’équipe de H. Jumaa a démontré que la chaîne lourde µHC de l’Ig est capable 
d’induire un signal autonome indépendant du ligand et que ce signal est inhibé par la chaîne 
légère de l’Ig suggérant que l’Ig et non seulement l’Igα/β est capable d’initier un signal 
tonique du BCR (122). La question est de savoir si le signal tonique est directement lié à la 
survie cellulaire ou s’il opère indirectement en maintenant l’expression de certaines molécules 
de survie. En 2008, l’équipe de M. Cancro a démontré que le signal tonique du BCR induit la 
production de p100, substrat de NFκB, requis pour la survie des cellules B, induite par le 
récepteur BAFFR (123).  
L’augmentation du niveau de la signalisation tonique du BCR à travers l’altération des 
processus quantitatifs et/ou qualitatifs qui initie ce signal, pourrait engendrer un signal 
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semblable à celui dépendant du ligand et dévier la fonction propre au signal tonique qui 
semble nécessaire pour la survie des cellules B.  
 
2. Modèles proposés 
 
Trois modèles sont proposés pour expliquer le mécanisme de génération du signal 
tonique du BCR (124). 
 
- L’auto-agrégation et l’oligomérisation constitutive stable (Figure 20a) : ce modèle 
suggère la présence du BCR sous forme oligomérique grâce à des interactions entre résidus 
conservés de la partie transmembranaire de l’Ig. En effet, des mutations dans ces parties de 
l’Ig affecte le signal tonique du BCR. Néanmoins, les études qui ont suivies ont indiqué, grâce 
aux analyses de FRET, que les complexes contenant l’IgM ou l’IgD existent sous forme 
monomérique (125) et que des agrégats d’Igα-Igβ n’existent pas en absence de ligand (126).  
 
- La localisation constitutive dans les radeaux lipidiques (Figure 20b) : l’hypothèse 
selon laquelle le BCR serait constitutivement localisé dans les radeaux lipidiques, ce qui 
induirait un signal tonique, a été proposée. Guo et al. décrivent que 20 à 30% de l’Igµ sont 
constitutivement associés aux radeaux lipidiques dans les cellules pré-B (23). Mais ce résultat 
est à considérer avec précaution puisque ce chiffre englobe toutes les Igµ incluses dans la 
fraction insoluble aux détergents et donc pourrait contenir les Igµ qui sont dans les radeaux 
lipidiques du RE et du Golgi. D’autre part, la responsabilité d’une localisation stable dans les 
radeaux lipidiques dans la génération du signal tonique est peu probable compte tenu que les 
cellules B exprimant les constructions codant pour les parties cytoplasmiques d’Igα/Igβ, 
ciblées soit vers les compartiment radeaux lipidiques ou non-radeaux lipidiques, montrent un 
signal tonique de la même amplitude (118). Même si le BCR est retrouvé associé aux radeaux 
lipidiques indépendamment de la présence d’un ligand, cette localisation ne semble pas être 
nécessaire pour la mise en place du signal tonique. 
 
- L’équilibre entre les activités des tyrosines kinases et des tyrosines phosphatases 
(Figure 20c): le mécanisme probablement responsable de l’initiation et de la régulation du 
signal tonique du BCR repose sur l’équilibre de l’état de phosphorylation des ITAMs de 
l’Igα/Igβ associé au BCR mature. Cet équilibre, qualifié par John G. Monroe 
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d’homéostatique, est basé sur la balance entre les activités des kinases et des phosphatases 
associées au BCR. En effet, la déficience en SHP-1 ou en CD22 est associée à une 
hyperactivité du BCR même en absence d’antigène qui témoigne de son activation chronique 
(100). Le signal tonique serait généré pendant l’intervalle entre la phosphorylation 
stochastique de l’Igα/β et la déphosphorylation par les phosphatases de ce complexe. Le 
résultat de ce cycle serait une activation aléatoire et transitoire du signal, indépendante de la 






























Figure 20 : Modèles proposés pour la génération du signal tonique du BCR (a) : Ce modèle 
suggère l’agrégation des molécules BCR grâce à des domaines transmembranaires des Ig, ce qui induirait un 
signal de base indépendant du ligand. (b) : le modèle de présence constitutive dans les radeaux lipidiques (points 
rouges) a aussi été proposé. (c) : le modèle le plus probable est celui qui propose que le signal tonique provient 
d’un équilibre entre les phosphorylations activatrices fournit par les kinases (SPTK, src protein tyrosine kinase) 
en coopération avec les PST positifs comme CD45 et les déphosphorylations réalisés par les phosphatases telle 
que SHP-1 en coopération avec les PST négatifs (CD22, CD72 et CD5) (114). (d) le modèle de diffusion 
membranaire qui propose que la séquestration du BCR grâce au cytosquelette d’actine le maintient inactif. La 
diffusion membranaire du BCR permet la rencontre avec les kinases ce qui induit son signal tonique (127). 
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Ainsi, les molécules de BCR à signalisation tonique seraient dispersées dans la 
membrane plasmique faute d’agrégation induite par le ligand. Cette dispersion les expose de 
manière aléatoire et asynchrone à des événements de phosphorylation mais les rend aussi 
accessibles aux phosphatases créant ainsi un signal basal qualifié de « tonique ». Cette idée de 
dispersion a été très récemment appuyée par une étude de l’équipe de Batista à l’issue de 
laquelle les auteurs proposent le modèle de diffusion dynamique du BCR. Ils observent que 
certaines molécules de BCR sont hautement mobiles dans la membrane plasmique alors que 
d’autres ont une diffusion très restreinte. Cette mobilité est intimement liée au réseau d’actine 
qui limite la diffusion du BCR à travers les barrières riches en actines et en ezrine (Figure 
20d). Les traitements affectant ce cytosquelette engendre une diffusion du BCR et une 
augmentation du flux calcique et de l’activation de Akt et de ERK. Ainsi, cette étude suggère 
que l‘augmentation de la diffusion membranaire du BCR mime un signal tonique et que la 
mobilité du BCR est probablement responsable de l’existence du signal tonique (79). 
 
Ainsi, l’étude et la compréhension de la régulation de ce signal indépendant du ligand 
sont primordiales. En effet, le signal tonique du BCR joue un rôle dans le maintien de la 
survie des cellules B, conditionne le choix de maturation des cellules B naïves et semble être 























C. BCR et pathologies 
 
L’équilibre moléculaire qui assure les fonctions du BCR et la biologie des 
lymphocytes B se retrouve parfois altéré conduisant à des situations pathologiques. Ainsi, le 
dérèglement du BCR et de sa signalisation est souvent impliqué dans les pathologies des 
lymphocytes B mais aussi dans des maladies où le rôle des cellules B reste encore mal connu. 
1. BCR et maladies auto-immunes 
 
Les souris transgéniques ou déficientes pour les molécules qui régulent la signalisation 
du BCR nous ont beaucoup appris sur le rôle que peut jouer cette signalisation dans les 
pathologies impliquant les lymphocytes B. De plus, des aberrations génétiques et des 
polymorphismes dans les gènes qui codent FcγRIIb, PD-1, CD22, SHP-1, Lyn, CD19 et 
CD45 ont été retrouvés chez des patients atteints de maladies auto-immunes (128). L’essentiel 
des travaux qui ont traité la question du BCR et des maladies auto-immunes ont porté sur le 
lupus érythémateux disséminé (LED) et la polyarthrite rhumatoïde.   
Le LED est une maladie auto-immune complexe, caractérisée par la présence d’auto-
anticorps. Il a été montré ces dernières années que les cellules B participent activement à 
l’apparition de cette maladie. En effet, les cellules B des patients atteints de LED présentent 
des défauts de signalisation qui peuvent expliquer les caractéristiques d’hyperactivité des 
cellules B. La signalisation du BCR chez les patients atteints de LED présente un flux 
calcique et un taux de phosphorylation des protéines cytosoliques exagérés, une diminution 
du signal inhibiteur FCγRIIb, une diminution de l’expression de la tyrosine kinase Lyn et une 
augmentation de l’expression du facteur de stimulation et de survie des cellules B, BAFF 
(129). En plus des défauts d’expression et d’activation des molécules régulatrices du signal 
BCR, des études ont démontré des défauts de localisation de ces molécules chez ces patients. 
En effet, Lyn n’est plus retrouvée dans les radeaux lipidiques alors que la phosphatase CD45 
y est présente de façon anormale (130). L’interconnexion entre ces événements parait 
évidente, mais à ce jour on ne connaît pas l’élément initial qui engendre ces défauts de 
signalisation du BCR qui conduisent à l’échappement de la tolérance immunitaire et ainsi à 
l’apparition de la pathologie. 
 
L’autre maladie auto-immune dans laquelle les cellules B semblent jouer un rôle 
important est la polyarthrite rhumatoïde. La présence d’auto-anticorps caractérise aussi cette 
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maladie qui se manifeste par une atteinte inflammatoire des articulations. Le ciblage 
pharmacologique de la protéine kinase Syk dont la signalisation est liée au BCR mais aussi au 
récepteur FcγRIIb diminue les symptômes de la polyarthrite rhumatoïde chez ces patients 
(131). De plus, il a été montré que l’expression de l’IgM de surface joue un rôle majeur dans 
cette maladie. L’absence de l’IgM rend les souris résistantes à l’arthrite induite (132). 
 
 Ainsi, les études démontrant le rôle des cellules B et du BCR dans la biologie de 
certaines maladies auto-immunes s’accumulent. Ces données permettront une meilleure 
compréhension de ces maladies et donc une meilleure prise en charge des patients. 
 
2. BCR et lymphomagenèse 
 
La contribution essentielle du BCR dans la pathologie humaine concerne les 
lymphomes. Les cancers affectant le lignage B comprennent au moins 15 types de lymphomes 
qui diffèrent par leurs caractéristiques cliniques, leurs phénotypes biologiques ainsi que leurs 
pronostics. Néanmoins, tous les types de lymphomes partagent deux caractéristiques 
communes: les translocations chromosomiques impliquant le gène de l’immunoglobuline et 
un autre proto-oncogène et l’expression du BCR. Les translocations de l’Ig sont générées par 
l’un des trois processus responsables du remodelage de l’Ig au cours du développement B à 
savoir, la recombinaison de la région variable, l’hypermutation somatique ou la commutation 
isotypique. Malgré la translocation, l’expression du BCR est assurée par le deuxième allèle, 
témoignant de l’intérêt que porte la cellule à exprimer le BCR malgré les défauts génétiques 
qui surviennent. En effet, de plus en plus d’études démontrent que le BCR promeut la survie 
des cellules B lymphomateuses (133). En 2005, l’équipe de Efremov a montré que la 
stimulation du BCR exerce un effet positif sur l’expansion du clone malin de la leucémie 
lymphoïde chronique (LLC) à travers l’induction de l’expression de la protéine anti-
apoptotique Mcl-1 (134). L’équipe de R. Levy a publié un travail en 2006 décrivant une 
signalisation altérée du BCR dans les cellules de lymphome folliculaire (LF) 
comparativement aux cellules normales issues du même ganglion. En effet, cette signalisation 
représentée par le taux de phosphorylation des protéines Syk, Btk, Erk et p38, est plus 
activable et plus durable dans le temps que celle des lymphocytes B normaux (135). Le 
groupe de FK. Stevenson a démontré la présence d’une glycosylation dans les régions 
variables du BCR chez près de 80% des patients atteints de LF. Cette glycosylation 
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favoriserait l’interaction du BCR avec des lectines du microenvironnement du CG et 
maintiendrait ainsi une stimulation chronique du BCR (136). Par la suite, Cozma et al. ont 
démontré que le facteur de transcription Pax5 promeut la lymphomagenèse B à travers 
l’activation du signal BCR tonique et que cet effet de Pax5 est complètement aboli par 
l’expression ectopique du co-récepteur inhibiteur, le CD22 (137). En 2007, M. Shipp et al. 
ont décrit l’importance du signal BCR tonique dans un groupe de patients atteints de 
lymphome B diffus à grandes cellules (DLBCL) appelé « DLBCL de type BCR ». De plus, un 
inhibiteur de Syk induit la mort de ces cellules et promet un traitement ciblé pour ce groupe 
de patients (138). Très récemment, une élégante étude de l’équipe de LM. Staudt a démontré 
un nouveau concept de signal BCR chronique. Ce signal chronique est requis pour la survie 
des cellules de DLBCL de type "ABC-like" (Activated B cell) à travers l’activité des 
protéines CARD11 et NFκB. Contrairement au BCR tonique, le BCR chronique requiert le 
"clustering" du BCR de façon comparable au "clustering" dépendant de l’antigène des cellules 
B normales. Ce concept démontré de façon spécifique au DLBCL de type ABC présente un 
nouveau mécanisme de pathogenèse impliquant encore une fois le BCR (139).   
 61
 Notre équipe s’intéresse depuis quelques années aux altérations des signaux 
intracellulaires ainsi qu’aux cibles thérapeutiques dans les lymphomes et en particulier dans 
le LF. En considérant l’accumulation des données bibliographiques qui démontrent 
l’implication du BCR dans la lymphomagenèse, je me suis interessée, durant ma thèse, à la 
compréhension des mécanismes de ciblage pharmacologique dans les cellules de LF. Ainsi, je 






III. Le lymphome folliculaire 
 
A. Les LNHs: généralités 
 
Chez l’Homme, nous différencions deux types de proliférations lymphomateuses 
malignes : la maladie de Hodgkin ou lymphome Hodgkinien, caractérisée par la présence de 
cellules de Reed-Sternberg, et les lymphomes non Hodgkiniens (LNHs). Les LNHs se situent 
au sixième rang chez l’homme (après les cancers de la prostate, du colorectum, du poumon, 
du mélanome et du cancer de la vessie) et au cinquième rang chez la femme (après les cancers 
du sein, du colorectum, du mélanome et du cancer du poumon). Ces LNHs représentent 90% 
des tumeurs hématopoïétiques. 
Entre 1970 et 1990, l’incidence des LNHs a fortement augmenté (3 à 4% par an). 
Depuis, et même si le taux d’accroissement s’est stabilisé autour de 1 à 2%, l’incidence des 
LNHs dans la population ne cesse d’augmenter et atteint actuellement un taux de 14/100.000 
aux Etats-Unis (140). En Europe, 62.300 cas ont été diagnostiqués en 2004 contre 72.800 en 
2006. Les LNHs représentaient 3,2% des cancers en Europe en 2006, ce qui les placent en 
10ème cause de décès par cancer (141).  
  
B. Le lymphome folliculaire: épidémiologie 
 
 
Le lymphome folliculaire (LF) est le plus fréquent des LNHs de bas grade avec une 
survie médiane sans plateau de 8 à 12 ans (142). Il représente 30 à 40% des hémopathies 
lymphoïdes B avec une incidence de 4 pour 100.000 habitants par an en France (143). Son 
évolution suit une succession de réponses aux traitements et de rechutes avec une durée 
médiane de survie de 4 à 5 ans après la première rechute. La survie globale estimée à 10 ans 
est de 49% (144). L’incidence des LF a augmenté de 4,6% de 1985 à 1992 en Europe, et les 
facteurs favorisants restent actuellement mal connus malgré de fortes suspicions des facteurs 
environnementaux. En effet, de nombreuses études ont démontré une association entre 
l’exposition aux pesticides, solvants et benzène et l’apparition ou la promotion de lymphomes 
chez l’animal. Les études épidémiologiques chez l’Homme ont trouvé une corrélation entre 
ces facteurs environnementaux et l’apparition du LF mais le débat reste à conclure (140). 
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C. Classification et pronostic 
 
En fonction du nombre et de la localisation des organes atteints par le lymphome, le 
LF peut appartenir à quatre stades: 
Stade I : la maladie est présente dans un seul groupe de ganglions lymphatiques ou plus 
rarement dans un organe non lymphoïde. 
Stade II : le lymphome est présent dans deux groupes de ganglions lymphatiques ou plus, 
mais situés du même côté du diaphragme. Un organe non lymphoïde proche des ganglions 
lymphomateux peut être atteint. 
Stade III : atteinte des ganglions lymphatiques des deux cotés du diaphragme ou atteinte d’un 
organe adjacent ou de la rate. 
Stade IV : le foie, la moelle osseuse, les poumons ou d’autres organes loins des ganglions 
atteints sont aussi touchés. 
La réponse au traitement et la survie dépendent de facteurs de mauvais pronostic 
comme, un âge supérieur à 60 ans, un stade III à IV de la classification Ann Arbor, une 
atteinte de quatre aires ganglionnaires ou plus, un taux de LDH supérieur à la normale et un 
taux d’hémoglobine inférieur à 10 g/L. Ces facteurs définissant le score FLIPI (Follicular 
Lymphoma International Prognostic Index). Ce score permet d’identifier trois groupes à 
risque : le groupe à faible risque (facteur 0-1), celui à risque intermédiaire, (facteur 2) et le 
groupe à risque élevé (facteur 3 à 5). Les survies à 10 ans étant de 71%, 51% et 36% 
respectivement (144). 
D’autres facteurs ont également été avancés: un taux de β2-microglobulinémie 
supérieur à 3 mg/L, un taux d’albuminémie inférieur à 35 g/L et l’absence de réponse au 
traitement (142). 
L’âge médian au diagnostic est compris entre 55 et 60 ans, avec une atteinte diffuse 
dans deux tiers des cas, dont 50% d’atteinte médullaire. La transformation en lymphome de 
haut grade fait partie de l’évolution du LF avec une incidence de 70% environ. Le plus 
souvent, le LF se transforme en DLBCL à variante centroblastique ou immunoblastique, plus  
rarement en lymphomes de type Burkitt ou lymphoblastique.  
Le pronostic des lymphomes transformés reste sombre avec un taux de survie de 36% 
à dix ans. Les facteurs de mauvais pronostic à la transformation sont : un âge avancé, une 
atteinte ganglionnaire diffuse, une infiltration médullaire, la présence de localisations 
extraganglionnaires, une altération de l’état général, un taux de LDH élevé, un nombre élevé 
de chimiothérapies antérieures et l’absence de réponse au traitement (145). 
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A l’exception de certains sous-types de lymphomes du manteau ou de rares 
lymphomes lymphoblastiques, tous les LNHs présentent une mutation somatique des gènes 
IgV indiquant qu’ils dérivent de cellules B qui sont bloquées dans le CG ou qui y ont transité  
(146) (147). De plus, le génome de ces cellules lymphomateuses présente des translocations 
chromosomiques et des mutations hypersomatiques aberrantes qui représentent des erreurs ou 
des disfonctionnements des mécanismes de remodelage du gène de l’immunoglobuline. Ces 
lésions génétiques touchent souvent le gène de l’Ig mais peuvent aussi toucher d’autres gènes 
comme BCL6, PRDM1 et MYC. Ces abérrations génétiques participent fortement à 
l’apparition des lymphomes dans le CG (Figure 21). 
Les caractéristiques architecturales et cytologiques des LF évoquent celles du CG. Les 
cellules de LF sont histologiquement différenciées. L’architecture de leur croissance 
ressemble à celle du CG des organes lymphoides secondaires. Les follicules malins 
contiennent des centroblastes mais aussi des centrocytes tumoraux, des cellules T normales, 
des FDC et quelques macrophages. L’analyse des gènes codant les régions variables des 
chaînes lourdes et légères du BCR des cellules de LF confirme leur issu du CG. Les gènes 
Ig(V) des cellules de LF présentent des mutations somatiques similaires à celles observées 
dans les cellules normales qui ont rencontré l’antigène. Les cellules de LF peuvent exprimer 
l’isotype IgM ou l’isotype IgG. La commutation de classe étant un phénomène qui peut aussi 
toucher les cellules de LF. Il a été rapporté quelques cas des cellules de LF exprimant à la fois 
l’isotype IgM et l’isotype IgG témoignant de l’hétérogénéité clonale qui peut caractériser 
certains cas de LF (148).  
L’immunophénotypage des prélèvements ganglionnaires, médullaires ou autres 
révèlent que les marqueurs de surface exprimés dans le LF sont : l’immunoglobuline de 
surface exprimée avec une prédominance pour l’isotype IgM suivi par l’IgG et enfin l’IgA, 
les molécules CD10, CD19, CD20, CD38 et Bcl-6 avec un défaut d’expression des marqueurs 
CD5 et CD23. La surexpression du proto-oncogène BCL-2, suite à une translocation 
chromosomique, est caractéristique des cellules folliculaires lymphomateuses (149). Plusieurs 
autres abérrations génétiques touchant les gènes P53, MDM2, FCGR2B, REL, BCL6, P73, 
























Figure 21: Altérations moléculaires et apparition des lymphomes (61) : Les altérations 
moléculaires survenues lors de la maturation des cellules B constituent parfois des obstacles au bon déroulement 
de la différenciation dans le CG. Par exemple les translocations chromosomiques concernant les gènes IgH, 
MYC ou BCL-6 induisent une prolifération accrue des centrocytes conduisant au lymphome de Burkitt ou au 
lymphome B diffus à grandes cellules (DLBCL). Les aberrations génétiques affectant les gènes PRDM1 ou 
PAX5 inhibent la différenciation plasmocytaire et participent à l’apparition du DLBCL de type ABC ou du LPL 
(lymphoplasmatic lymphoma). La suractivation de la voie NFκB ainsi que la translocation chromosomique 
affectant l’IgH et BCL-2 empêchent l’apoptose des centrocytes. Ces défauts moléculaires sont impliqués dans 
l’apparition du lymphome folliculaire ou du DLBCL.  
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E. Translocation t (14 ;18) et lymphomagenèse 
 
1. Mécanismes de la translocation 
 
Le LF est associé à une anomalie chromosomique retrouvée dans 85 à 90% des cas : la 
translocation t(14 ; 18) (q32, q21). Il est maintenant connu que les machineries de la 
recombinaison V(D)J, de la MHS et la CC sont instrumentalisées pour la génération 
d’altérations chromosomiques. La translocation t(14;18) est réciproque et équilibrée avec un 
échange de matériel entre les chromosomes 14 et 18. Elle juxtapose l’oncogène BCL-2 situé 
en 18q21 et la région codant pour les chaînes lourdes des immunoglobulines en 14q32 (IgH, 
segment JH) aboutissant à la surexpression du gène et de la protéine Bcl-2. Le point de 
cassure se situant en dehors de la région codante en 18q21, la protéine Bcl-2 synthétisée 
correspond à la protéine physiologique mais produite en quantité anormale (151) (152). 
Récemment, il a été montré que la translocation t(14 ;18) survient dans la moelle osseuse lors 
de la recombinaison V(D)J puisque les régions majeures de cassure situées dans le gène BCL-
2 acquièrent une structure susceptible au clivage médié par Rag (153). 
Dans 18 % des cas, la translocation n’est pas détectable par les techniques 
conventionnelles (cytogénétique et biologie moléculaire) en raison d’un réarrangement au 
niveau du cadre de lecture de BCL-2. Des résultats peuvent ainsi être faussement négatifs en 
raison d’un échec de technique, de l’absence de sélection d’une population tumorale 
détectable ou de points de cassure inconnus. Cette translocation est retrouvée dans 90% des 
LF, 20% à 30% des DLBCL (de novo) et 50% d’autres types histologiques de lymphomes 
(lymphomes du manteau et de la zone marginale, maladie de Hodgkin), sans association 
pronostique identifiée. Elle est conservée lors de la transformation du LF en lymphome de 
haut grade.  
La résultante fonctionnelle de cette translocation est le déséquilibre de la balance entre 
la survie et la mort cellulaire. En effet, Bcl-2 est une protéine transmembranaire 
mitochondriale qui intervient dans la régulation de la mort cellulaire en inhibant le 
phénomène d’apopotose (voie mitochondriale). Elle est contrôlée négativement par d’autres 
molécules comme Bak, Bax et Bad, (protéines mitochondriales pro-apoptotiques). La protéine 
Bcl-2 étant produite en quantité excessive, les systèmes de régulation de cette protéine sont 
dépassés aboutissant à un défaut de mort cellulaire. 
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Commé déjà évoqué précédemment, les cellules du CG se caractérisent normalement 
par une capacité accrue à répondre aux signaux apoptotiques afin d’éliminer les cellules B 
dont le BCR n’est pas fonctionnel. Ainsi, il est facile d’imaginer le dérèglement qu’apporte la 
t(14;18) dans cette étape où les protéines anti-apoptotiques sont normalement absentes au 
profit des protéines pro-apoptotiques. 
 
2. La t(14 ;18) n’est pas la seule coupable 
 
Cette translocation est considérée comme une altération essentielle, mais elle est 
insuffisante à elle seule pour développer le LF. Ceci est illustré par le fait que des souris 
transgéniques pour BCL-2, dans lesquelles la transcription de BCL-2 est sous le contrôle de 
l’enhancer Eµ, ne développent pas de lymphome. Par contre, la surexpression de Bcl-2 fournit 
un avantage de survie prolongée à ces lymphocytes B, ce qui augmente la probabilité 
d’acquisition d’autres altérations comme par exemple la translocation qui touche le gène pro-
prolifératif MYC (154). De plus, environ 5% des LF ne portent pas la translocation t(14 ;18) 
mais présentent d’autres anomalies génétiques comme la t(3 ;14) qui amène à la dérégulation 
du répresseur transcriptionnel Bcl-6 requis pour la formation du CG (155). Ces LF présentent 
une morphologie centroblastique particulière et sont classés dans le grade IIIB de la 
classification de l’OMS.    
De façon inattendue, le réarrangement BCL-2/IgH a été retrouvé par PCR dans le sang 
périphérique chez des sujets âgés sains ainsi que dans les amygdales et la rate de sujets sains 
de tout âge sans pathologie lymphomateuse sous-jacente (156). Ce fait démontre que cette 
translocation ne suffit pas à elle seule pour induire la transformation des cellules B en cellules 
lymphomateuses. Il a été admis pendant des années que cette translocation retrouvée chez des 
sujets sains est portée par des lymphocytes B matures naïfs. Cependant, Roulland et al. ont 
montré que ces cellules ont subi la commutation de classe, un procédé qui se déroule dans le 
CG en réponse à la stimulation antigénique. Ce qui démontre que les cellules positives pour la 
translocation t(14 ;18) ne sont pas naïves et sont capables de répondre à un stimulus 
antigénique exogène ou à un auto-antigène. 
Comment font les cellules B normales portant une translocation t(14 ;18) pour se 
transformer et conduire à l’apparition d’un LF? Cet événement est rare puisque cette 
translocation peut être détectée chez 50% des sujets sains alors que l’incidence du LF est de 1 
cas pour 25.000 par an. Cependant, un clone de lymphocyte B normal portant la translocation 
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peut persister jusqu’à 3 ans chez un individu sain (157). L’équipe de B. Nadel a démontré que 
ces cellules portant la translocation chez les sujets sains ont un phénotype proche de celui des 
cellules de LF, ce qui pourrait constituer une étape intermédiaire avant la transformation 
(158). En effet, il est maintenant admis qu’une cellule portant la translocation t(14 ;18) qui 


















Figure 22: Accumulation des lésions avant l’apparition du LF (159) : La translocation t(14 ;18) 
conduisant à la surexpression de Bcl-2 confère un avantage de survie aux cellules B qui se retrouvent dans les 
follicules du centre germinatif. Cet avantage de survie permettrait aux cellules d’accumuler d’autres lésions 
oncogéniques au cours des remaniements intenses qui ont lieu dans le CG. L’accumulation des lésions 
oncogéniques donnerait lieu au LF. 
 
 
F. BCR et lymphome folliculaire 
 
La nature de la lésion supplémentaire qui conduit à l’apparition du LF reste imprécise 
mais plusieurs études pointent du doigt le rôle de la stimulation du BCR dans l’initiation de la 
transformation. En effet, la plupart des cellules de LF maintiennent l’expression de 
l’immunoglobuline de surface IgM. Ainsi, il est possible que la stimulation du BCR des 
cellules qui portent la translocation leur confère un avantage de survie et contribue à la 
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transformation maligne de ces cellules (159). Une étude en faveur de cette hypothèse montre 
que les traitements anti-viraux donnés à des patients atteints par le virus de l’hépatite C 
éliminent les cellules B portants la translocation t(14 ;18) (160). De plus, il est connu que 
l’infection aux virus tels que l’EBV ou le HIV constitue un facteur de risque pour le 
développement des lymphomes. L’équipe de Stevenson a démontré que 79% des LF portent 
une mutation dans la région IgVH  génèrant des sites de N-glycosylation. Ce taux de mutation 
est significativement plus élevé dans les LF que dans les DLBCL (41%), les LLC (13%), les 
myélomes multiples (8%) ou les B normaux (9%) (161). La N-glycosylation pourrait 
augmenter le signal tonique du BCR ou induire des interactions spécifiques ou non avec des 
structures autologues présentent dans le microenvironnement. La dérégulation de la 
signalisation du BCR dans les LF a été démontrée dans différentes études appuyant ainsi le 
rôle que peut jouer ce récepteur dans l’ontogénie du LF. L’étude de l’équipe de R. Levy a 
effectivement démontré une signalisation du BCR plus intense et plus durable dans les LF 
comparativement aux cellules B normales (135). Notre équipe a déjà démontré la 
surexpression de la tyrosine kinase Syk dans les LF et l’activation excessive de la voie mTOR 
conduisant à une prolifération accrue de ces cellules (162). Enfin, plusieurs études ont 
démontré la sous-expression dans les LF de la protéine phosphatase SHP-1, protéine majeure 
pour l’inhibition du signal BCR et considérée comme suppresseur de tumeur. Cette sous-
expression est due à l’hyperméthylation du promoteur de son gène (163). 
 
G. Le lymphome folliculaire et son microenvironnement 
 
 
De façon intéressante, les gènes qui définissent le mieux la signature pronostique du 
LF sont exprimés par les cellules T, les macrophages ou les cellules dendritiques. Ceci 
indique que, contrairement au DLBCL ou au lymphome du manteau par exemple, 
l’agressivité du LF est aussi déterminée par son microenvironnement cellulaire et non 
seulement par ses caractéristiques moléculaires intrinsèques. Le CG d’un patient atteint de LF 
ressemble histologiquement et structurellement à celui d’un individu sain. Les interactions 
observées entre les cellules B du follicule et les lymphocytes T, les FDC et les macrophages 
sont conservées dans le LF. La dépendance des cellules de LF à leur microenvironnement est 
appuyée par le fait que ces cellules sont très difficiles à cultiver in vitro en absence de cellules 
stromales ou de stimulation du récepteur CD40, qui est la voie de signalisation principale 
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entre les cellules B et les cellules T (164). Les FDC expriment des molécules d’adhésion 
ICAM1 et VCAM1, ces molécules membranaires interagissent avec LFA-1 et VLA-4 
présentes sur les cellules de LF. Les FDC présentent aussi l’Ag aux cellules de LF et leur 
fournissent des molécules stimulatrices comme l’IL-15, BAFF et le HGF (hepatocyte growth 
factor) qui pourraient toutes jouer un rôle dans la promotion de l’expension des cellules 
folliculaires dans le CG. A l’inverse, les cellules B permettent aussi le développement des 
cellules stromales, comme les FDC et les FRC en sécrétant du TNF et de la lymphotoxine α et 
β. De plus, Calvo et al. ont démontré que l’IL-4 est une cytokine surexprimée dans le 
microenvironnement du LF et que cette surexpression pourrait expliquer la suractivation 
constitutive de ERK, AKT et Stat-6 dans les LF (165). Ces interactions bilatérales contribuent 
donc fortement au soutien des cellules de LF et à la promotion de leur croissance (166, 167). 
 
H.  Traitement des lymphomes folliculaires 
 
 
Pour les patients asymptômatiques avec une progression lente de la maladie, la 
stratégie  "wait and watch" est recommandée. Quand les symptômes apparaissent, la 
radiothérapie localisée est le traitement de choix pour un LF de stade I à II avec un taux de 
rémission complète de 50% pour les stades I et de 25% pour les stades II (168). Le taux 
cumulatif de rechute est de 54% à 15 ans. Une association à des molécules de chimiothérapie 
augmente le taux de réponse mais pas la survie. La survie à long terme varie de 40 à 50% 
(169). 80% des patients diagnostiqués présentent une forme étendue de la maladie (stade III 
ou IV) avec une atteinte médullaire dans environ 50% des cas (170). Il y a plusieurs options 
de traitements disponibles qui sont plus au moins utilisées en fonction de l’état du malade et 
de la stratégie du centre de soin. Les différentes possibilités de traitement d’un LF sont: 
• Chimiothérapie par voie orale ou intraveineuse 
• Chimiothérapie et immuno-thérapie (anticorps monoclonal)  
• Transplantation de moelle osseuse ou de cellules souches  
• Radio-immunothérapie 
Le traitement de référence actuel de première ligne est une polychimiothérapie 
(CHVP) associant du cyclophosphamide, une anthracycline (doxorubicine), un alcaloïde 
(vincristine) et des corticoïdes avec des injections sous-cutanées d’interféron alpha. L’étude 
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du GELA (groupe d’étude des lymphomes de l’adulte) démontre que les résultats en terme de 
réponse, de survie globale sans événement sont supérieurs aux autres molécules testées en 
première ligne telles que la fludarabine (171). Malgré l’exploration de différents protocoles de 
chimiothérapie, la médiane de survie n’a pas changé durant ces vingt dernières années jusqu’à 
l’arrivée de nouvelles stratégies de traitement. Ces nouvelles modalités incluent la 
transplantation de cellules souches autologues (ASCT) ou l’utilisation des anticorps 
monoclonaux (172). 
 
En effet, l’arrivée du premier anticorps monoclonal thérapeutique, le rituximab 
(MabtheraR) a apporté des résultats significatifs aux patients atteints de LF qui présentaient 
des meilleures réponses par rapport aux autres LNHs. L’absence de résultats spectaculaires 
avec le rituximab seul (27% de réponse partielle), probablement due à l’atteinte médullaire 
des patients traités, a suggéré l’intérêt potentiel d’une combinaison avec la chimiothérapie 
(172). La combinaison de chimiothérapie cytotoxique, CHOP (cyclophosphamide, 
hydroxydaunomycin, Oncovin et prednisonel) associée au rituximab chez des patients atteints 
de LNHs de bas grade, produit une réponse globale de 95% avec 55% de réponse complète. 
L’étude a montré que 7 patients sur 7 présentent une réponse complète et la PCR révèle que 
leurs cellules deviennent négatives pour BCL-2 (173). Suite à ces études, la combinaison R-
CHOP est actuellement largement utilisée dans le traitement des LF. 
 
 
I. Nouveaux agents et approches futures 
 
La radiosensibilité inhérente des LF et l’expression d’antigènes cibles à la surface 
cellulaire ont permis le développement d’anticorps monoclonaux radiomarqués. La majorité 
de ces anticorps est dirigée contre le CD20. La lyse des cellules induite par ces anticorps 
touche non seulement la cellule cible mais aussi les cellules adjacentes de la tumeur grâce à 
l’effet de la radiation. Ceci pourrait être avantageux pour traiter les tumeurs non suffisamment 
vascularisées pour avoir accès à l’anticorps mais aussi celles qui présentent une hétérogénéité 
antigénique. Par exemple le 131I-tositumomab induit 95% de réponse avec 75% de réponse 
complète en thérapie de première ligne dans les LF. Bien que les patients traités dans cette 
étude présentent un bon pronostic, le fait que, plus que la moitié des réponses complètes se 
maintiennent après 4 ans suggère que cette approche mérite des études supplémentaires pour 
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évaluer l’utilité de ces anticorps radiomarqués seuls ou en combinaison avec la 
chimiothérapie (174). 
Un autre champ d’investigation est la vaccination idiotypique. En effet, 
l’immunoglobuline clonale de la cellule tumorale exprimée à la surface cellulaire, appelée 
idiotype, a été ciblée en tant qu’antigène spécifique de la tumeur par les stratégies de 
vaccinations thérapeutiques. Plusieurs études cliniques ont établi l’innocuité du vaccin 
idiotypique dans le LF. L’efficacité biologique de la vaccination consiste en sa capacité à 
induire une réponse immunitaire spécifique contre la tumeur, son efficacité clinique réside 
dans la capacité à induire un effet anti-tumoral in vivo et le bénéfice clinique est visible sur 
l’amélioration de la survie des patients. Néanmoins, des études plus importantes chez 
l’Homme sont indispensables pour conclure sur l’efficacité et les résultats de cette stratégie de 
traitement (175). Bien que prometteuse, cette approche qui consiste donc en une thérapie sur 
mesure est très difficile à mettre en place en pratique. 
    
D’autres molécules sont en cours d’études cliniques afin d’évaluer leurs efficacités, 
seules ou en combinaison avec les traitements actuels. La liste comprend les anticorps 
monoclonaux anti-CD20 (autres que le rituximab), anti-CD40, anti-CD80, anti-CD22, 
conjugués ou non à des molécules cytotoxiques ou radioactives. L’anti-CD22 (epratuzumab) 
démontre une bonne tolérence et présente des bénéfices cliniques dans le LF (176). Cette 
activité anti-tumorale pourrait impliquer le signal BCR. En effet, comme il a été évoqué 
auparavent, le CD22 fait partie des régulateurs principaux du signal BCR, le ciblage de cette 
molécule par des anticorps monoclonaux pourrait engendrer une diminution du signal de 
survie fourni par le BCR. Dans ce cas, l’anti-CD22 aurait une action agoniste sur CD22 qui, 
une fois activé, recrute des phosphatases qui inhibent le signal BCR à travers la 
déphosphorylation de Syk mais aussi des ITAMs de l’Igα/Igβ. De plus, l’engagement du 
CD22 induit son internalisation rapide. Ainsi, le couplage des anti-CD22 à des molécules 
toxiques ou à des radioéléments représente une stratégie non négligeable pour induire la 
cytotoxicité cellulaire du LB. En effet, l’epratuzumab radiomarqué fait l’objet d’essais 
cliniques et démontre des résultats encourageants chez des patients de LF réfractaires au 
traitement (177). D’autres molécules comme l’inhibiteur de Syk (le Fostamatinib D ou R406) 
ou l’inhibiteur du protéasome, le Bortezomib, font l’objet d’intenses études pré-cliniques et 
cliniques dans le LF.  
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La compréhension des mécanismes d’action des traitements actuels est indispensable 
pour l’amélioration de la réponse des patients mais aussi pour l’application de ces 
traitements dans d’autres pathologies. Dans ce contexte, je me suis intéressée à la 
compréhension des mécanismes d’actions mis en jeu par l’Ac monoclonal qui a révolutionné 
le traitement des LNHs, le rituximab. Je développerai les données bibliographiques 





IV. Le rituximab 
 
A. Découverte et fabrication des anticorps monoclonaux 
 
 
La fabrication des anticorps monoclonaux (AcM) a été rendue possible grâce aux 
bases conceptuelles et technologiques qui ont permis la fabrication des hybridomes et à 
l’immunologie, qui a analysé la nature et la structure des anticorps.  
Les premières cellules hybrides ont été obtenues en 1960 par Georges Barski et ses 
collaborateurs à Villejuif, ainsi que par Boris Ephrussi et ses collaborateurs à l’institut Pasteur 
(178). Ces généticiens ont obtenu des cellules hybrides provenant de cellules d’espèces 
différentes. En 1964, John Littlefield a mis au point une méthode de sélection des cellules 
hybrides (179). Dans les années 1970, les immunologistes tentaient d’élucider la structure fine 
des anticorps ainsi que les règles gouvernant leur synthèse et l’association des chaînes lourdes 
(H) et légères (L). Ils ont cherché à créer des cellules hybrides en utilisant des cellules 
tumorales B dérivées de myélome de souris. Ces cellules étaient utiles pour étudier la 
structure des anticorps mais n’avaient pas d’intérêt ni diagnostique, ni clinique puisque les 
anticorps produits par ces cellules n’avaient pas de spécificité prédéfinie. Ce n’est qu’en 
1975, que César Milstein et Georges Köhler ont appliqué la technique de fusion cellulaire et 
de sélection des cellules hybrides aux lymphocytes B. La fusion de lymphocytes B normaux 
de souris immunisées par des globules rouges de mouton avec des cellules de myélome leur a 
permis d’obtenir des cellules hybrides produisant un anticorps monoclonal dirigé contre les 
globules rouges du mouton (180). De telles cellules hybrides héritent de deux propriétés : 
elles se multiplient indéfiniment in vitro comme les cellules du myélome et elles fabriquent 
des anticorps comme les lymphocytes B murins. Après fusion et sélection, les cellules 
hybrides se mettent à proliférer. Il faut alors déterminer quels sont les hybridomes qui 
produisent les anticorps désirés, les cloner et les sous-cloner (181). Chaque clone de cellule 





B. Anticorps monoclonaux thérapeutiques 
 
1. La progression vers les anticorps monoclonaux thérapeutiques 
 
La découverte des AcM suscita de grands espoirs thérapeutiques. En effet, l’utilisation 
des AcM en cancérologie par exemple permet le ciblage spécifique des cellules tumorales à 
travers la fixation de l’anticorps sur l’antigène exprimé par la cellule maligne. La fixation de 
l’anticorps induit ainsi une réaction immunitaire qui détruit la cellule cible. Cependant, alors 
que la découverte des AcM permit des avancées considérables dans le domaine de la 
recherche fondamentale et du diagnostic, d’importants problèmes surgirent lors de leur 
utilisation chez les patients. L’utilisation d’AcM de souris ou de rat chez l’Homme induit 
dans la plupart des cas l’apparition d’anticorps humains anti-anticorps de souris, HAMA 
(Human Anti-Mouse Antibody), conduisant à une diminution de l’efficacité et à des effets 
secondaires indésirables dus à la formation de complexes immuns. Malgré de nombreuses 
tentatives de manipulations des hybridomes pour résoudre ces problèmes, aucune technique 
d’ingénierie cellulaire fiable, reproductible, facile d’emploi, ne put être mise en place pour 
obtenir des AcM à l’échelle industrielle (182).  
Malgré ces tentatives infructueuses, des efforts très importants ont été consentis depuis 
25 ans pour générer par ingénierie moléculaire des anticorps ayant une meilleure affinité, une 
immunogénicité réduite et des propriétés effectrices optimales. Ces efforts ont porté leurs 
fruits grâce aux progrès considérables de la biologie moléculaire au cours des années 1980. La 
manipulation des AcM par génie génétique a commencé au début des années 1980. Les 
principaux objectifs de ces manipulations ont été l’obtention d’anticorps chimériques, 
humanisés ou humains. De plus, ces avancées ont permis la modification de l’affinité des 
AcM ou l’expression sous forme de fragments ou de protéines de fusion. L’apport de ces 
techniques moléculaires a permis l’émergence sur le marché d’anticorps thérapeutiques 






















Figure 23 : Les différents types d’anticorps monoclonaux (185) : VH et VL : région variable de la 
chaîne lourde ou légère respectivement ; CH et CL: région constante de la chaîne lourde ou légère respectivement. 
Trait rouge : région déterminant la complémentarité. 
 
2. Le rituximab, un anticorps monoclonal chimérique   
 
La construction d’un anticorps chimérique consiste à isoler l’ADN codant pour le 
domaine VH et le domaine VL d’un anticorps monoclonal de souris et à le lier à l’ADN codant 
pour les domaines constants H et L d’une immunoglobuline humaine. Une telle construction 
génétique permet de produire un anticorps hybride dont la partie constante, humaine, n’est pas 
immunogène chez l’Homme (il s’agit en général de la région constante d’une IgG1 humaine 
et la région Cκ humaine). De tels anticorps sont humains à environ 66 % et moins 
immunogéniques que les anticorps de souris car les épitopes immunodominants interespèces 
de l’IgG sont principalement localisés dans les domaines CH2 et CH3. Dans la plupart des 
cas, la spécificité et l’affinité des anticorps chimériques restent identiques à celles des 
anticorps murins d’origine. Des vecteurs d’expression eucaryotes ont été construits pour la 
production industrielle d’anticorps chimériques (182).  
L’un des premiers anticorps chimériques mis sur le marché est le rituximab (Figure 
24), dirigé contre la protéine transmembranaire CD20, et est utilisé pour le traitement des 
LNHs ainsi que de certaines maladies auto-immunes. Le rituximab, aussi connu sous le nom 
de Mabthera®, est le premier AcM utilisé en oncologie qui a reçu l’autorisation de mise sur le 
marché en 1997 aux Etats-Unis et en 1998 en Europe. Ces dix dernières années d’expériences 
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cliniques ont confirmé l’efficacité du rituximab dans le traitement du LF mais aussi des 
lymphomes agressifs. Actuellement, la majorité des patients atteints de lymphomes reçoivent 
le rituximab à un moment donné de leur traitement. Utilisé en monothérapie, il fournit des 
réponses partielles chez environ la moitié des patients souffrant de LNH en rechute (186) 
(187). Cependant, l’intérêt du rituximab est visible surtout en combinaison avec la 
chimiothérapie conventionnelle comme la CHOP. Dans cette configuration, le rituximab 
améliore significativement la survie des malades (188). Cette combinaison a eu un impact 
positif même sur le traitement des lymphomes agressifs comme le DLBCL (189). Après 
plusieurs études cliniques, la cure standard de rituximab adoptée consiste en une injection par 
semaine de 375mg/m2 durant 4 semaines. Contrairement a son homologue murin 
(l’ibritumomab), le rituximab a une demi-vie prolongée, 76h après une injection unique et 
206h après la cure de 4 injections (190). 
Après le traitement par Rituximab, une chute spectaculaire du nombre des 
lymphocytes B, qu’ils soient normaux ou tumoraux, est observée. Cette déplétion est 
considérée comme responsable en grande partie de l’effet anti-tumoral du rituximab. Ainsi, 
l’utilisation du rituximab a largement dépassé les indications initiales prévues et s’applique à 

















C. Le CD20: la cible du rituximab 
 
1. La structure du CD20 
 
Le CD20 ou MS4A1 (membrane-spanning 4-domain, group A, member 1) est une 
protéine non glycosylée, exprimée à la surface des lymphocytes B. Elle contient 4 domaines 
transmembranaires et les queues amino- et carboxy-terminales sont localisées du côté 
intracytoplasmique. Ces queues intracellulaires sont riches en résidus thréonine et sérine 
contenus dans des sites consensus de phosphorylation, ce qui résulte en 3 isoformes de la 
protéine différemment phosphorylées, une de 33, une de 35 et une de 37 kDa (192) (193). Un 
segment de 43 aa entre le 3ème et le 4ème segment transmembranaire constitue la grande boucle 
du côté extracellulaire (194). Un segment court de 7 aa constitue la petite boucle 
extracellulaire (Figure 25). Cette structure permet un ancrage solide du CD20 dans la 
membrane et permet en théorie d’éviter les phénomènes dits de "shedding", qui consistent à 
décrocher les molécules de la membrane. Malgré cet ancrage, on observe des formes solubles 











Figure 25: Schéma de la structure transmembranaire du CD20 (196) : Le CD20 présente deux 
boucles extracellulaires (petite et grande boucle) et les queues N-terminale et C-terminale au niveau 
intracytoplasmique. 
 
Les connaissances dont on dispose sur la structure et le rôle du CD20 proviennent 
essentiellement de l’équipe de JP. Deans. En effet, cette équipe a démontré que le CD20 
humain partage 73% de similitude de séquence avec le CD20 murin. Le domaine 
extracellulaire diffère de 16 aa sur les 43 résidus de la grande boucle extracellulaire, ce qui 
peut expliquer en partie l’inefficacité de liaison du rituximab sur le CD20 de souris (197). 
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Jusqu’à récemment, il a été admis que les boucles extracellulaires du CD20 comportaient 
seulement 2 groupes d’épitopes, un reconnu par la majorité des anticorps anti-CD20 (comme 
le B1, le 2H7 et le rituximab) qui induisent un effet anti-prolifératif sur les cellules B, et un 
autre épitope reconnu par l’anticorps 1F5, ayant d’autres propriétés activatrices (198). Depuis, 
l’équipe de  JP. Deans a démontré un degré élevé de diversité de reconnaissance des épitopes 
parmi les AcMs anti-CD20, ce qui pourrait expliquer les différences des effets biochimiques 
et biologiques de ces anticorps. En effet, l’alanine 170 et la proline 172 de la grande boucle 
extracellulaire sont critiques pour la détermination de l’épitope reconnu par le rituximab 
(197). 
Le CD20 ne semble pas être exprimé sous forme monomérique dans la membrane 
plasmique, mais s’organise en complexe supramoléculaire de dimères ou de tétramères (199). 
Ce complexe oligomérique semble aussi jouer un rôle dans la reconnaissance du CD20 par les 
AcMs. De plus, le CD20 est associé à d’autres protéines membranaires comme Cbp (200), 
CD40 et CMH II  (201).  Le ciblage du CD20 par des AcMs pourrait interférer avec ces 
associations protéiques et leurs fonctions biologiques.    
 
2. La régulation de l’expression du CD20 
 
 
Le gène MS4A1 qui code la protéine CD20 est localisé sur le chromosome 11q12-13. 
La transcription de ce gène est activée au stade pré-B, il reste exprimé tout au long de la 
maturation des lymphocytes B et s’éteint durant la différenciation plasmocytaire (Figure 26). 
L’expression du CD20 à des stades précis de la différenciation permet le ciblage 
thérapeutique des maladies qui affectent le lymphocyte B à ces stades. Etant donné que le 
CD20 n’est pas exprimé par les plasmocytes, son ciblage n’affecte pas de façon significative 
les concentrations sériques en immunoglobulines. De plus, le CD20 n’étant pas exprimé par 
les cellules souches hématopoïétiques, le nombre de lymphocyte B chez les patients traités 











Figure 26 : L’expression spatiotemporelle du CD20 (196) : Le CD20 est exprimé du stade pré-B au 
stade B mémoire. Les cellules de lymphome non Hodgkiniens (NHL) et de leucémie lymphoide chronique 
(CLL) expriment le CD20 contrairement aux cellules de leucémies myéloides chroniques, de leucémies aigues et 
de myélome multiple. 
 
 
Afin d’assurer l’expression spatiotemporelle spécifique du CD20, la transcription du 
gène MS4A1 est finement régulée par les facteurs de transcription Oct-1 et Oct-2 mais surtout 
par le couple PU.1/Pip. De plus, il a été récemment montré que l’expression du CD20 dépend 
aussi de facteurs épigénétiques. Ainsi, la 5-azacytidine qui inhibe la méthyltransférase de 
l’ADN ou la trichostatine A qui module l’acétylation des histones, augmentent l’expression 
de l’ARNm et de la protéine CD20 dans des lignées de lymphome B (202). 
Au niveau post-transcriptionnel, le traitement des cellules B avec l’activateur des 
protéines kinases PKCs, le PMA (phorbol myristate acetate) augmente la phosphorylation du 
CD20 et sa mobilité, de la membrane vers l’espace intracellulaire (203) et diminue donc son 
expression à la surface. Le CD20 est aussi régulé par ubiquitination. Très récemment, J. Bil et 
al. ont démontré que le traitement des lignées cellulaires de NHL avec l’inhibiteur du 
protéasome, le Bortezomib, induit une augmentation du niveau d’expression du CD20 (204). 
Bien que le mécanisme d’action soit inconnu, l’expression du CD20 peut être régulée par des 
cytokines comme le GM-CSF, l’IL-4 ou le TNF-α dans des cellules lymphomateuses in vitro 
(205). De plus, le prednisone (206), la bryostatine-1 (207), les radiations ionisantes (208) et 
les espèces réactives d’oxygène (209) ont été décrits pour augmenter le niveau du CD20 dans 
des cellules B normales ou tumorales. D’un autre côté, le lenalidomide (210) ou la liaison du 





3. La fonction du CD20 
 
Le CD20 n’a pas de ligand connu et sa structure ne présente pas les caractéristiques 
classiques d’un récepteur. Les souris déficientes en CD20 ne présentent pas de défaut du 
développement des lymphocytes B (212). En 1993, Bubien et al. ont démontré que 
l’expression du CD20 induit un flux calcique transmembranaire, suggérant que le CD20 
pourrait jouer le rôle d’un canal calcique (199). De plus, l’équipe de JP. Deans a démontré 
que l’expression ectopique du CD20 associé aux radeaux lipidiques dans des cellules CHO 
(Chinese Hamster Ovary), induit un flux calcique spectaculaire attestant que le CD20 est une 
composante de la voie calcique (213). Dans les cellules B, le siRNA de CD20 diminue 
l’entrée du calcium induite par la stimulation du BCR. Cette équipe a aussi démontré que le 
CD20 est constitutivement localisé dans les radeaux lipidiques de la membrane plasmique 
grâce à 7 résidus cytoplasmique de sa séquence (214). La déplétion du cholestérol ou la 
délétion de ces 7 résidus inhibe la fonction de canal calcique du CD20, démontrant que la 
fonction de canal calcique du CD20 est dépendante de sa localisation dans les radeaux 
lipidiques (213). Le rôle du CD20 dans l’induction du flux calcique a été confirmé in vivo 
chez la souris par Uchida et al. En effet, cette équipe a démontré que les souris CD20-/- 
présentent un défaut du flux calcique après stimulation du CD19 ou de l’IgM. De plus, ces 
souris présentent une diminution du niveau d’expression de l’IgM sans pour autant avoir un 
défaut de signalisation en aval du BCR (215). 
Les autres études qui ont analysé les événements et les signaux activés par le CD20 
sont basées sur l’utilisation d’anticorps anti-CD20. Bien qu’artificielle, cette méthode a 
démontré que la liaison du CD20 régule le cycle cellulaire (216). Ceci est suggéré par le fait 
que l’AcM 1F5 induit la transition G0/G1 du cycle (217) alors que l’AcM B1-like inhibe la 
progression de la phase G1 aux phases S/G2/M du cycle. 
 
4. CD20 et BCR 
 
Plusieurs études suggèrent que le CD20 exerce une fonction en relation avec celle du 
récepteur le plus important du lymphocyte B, le BCR. Tout d’abord, Bourget et al. ont 
démontré que le traitement par un anti-CD20 (B1) diminue l’expression de l’IgM à la surface 
et suggèrent un mécanisme dépendant des PKCs (218). En 2002, il a été montré que le 
rituximab et d’autres anti-CD20 inhibent la prolifération et induisent l’apoptose en activant 
les mêmes signaux que le BCR (219). Ces résultats ont été confirmés par Mimori et al. qui 
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ont démontré que le CD20 et le BCR exercent un effet synergique pour induire l’apoptose des 
cellules de lymphome de Burkitt (220). Puis, l’équipe de JP. Deans a décrit la dynamique de 
localisation de ces 2 molécules: le CD20 et le BCR co-localisent dans les radeaux lipidiques 
des cellules au repos, la stimulation du BCR le dissocie du CD20. Cette dissociation est 
ralentie par l’agent déplétant du cholestérol, la MβCD (méthyl-beta-cyclodextrine). Les deux 
molécules se séparent tout en étant dans des radeaux lipidiques différents, puis le BCR 
s’internalise (221). Cette étude est étayée par une autre qui démontre que la stimulation du 
BCR améliore l’accès des anticorps anti-CD20, cette accessibilité corrèle avec une 
relocalisation du CD20 dans les radeaux lipidiques et est dépendante du cholestérol (222). 
Récemment, l’équipe de JP. Deans a montré que la dissociation du CD20 et du BCR après 
stimulation du dernier est suivie par une association du CD20 avec des phosphoprotéines et la 
Cbp (calmodulin-binding protein). Ce résultat fournit une évidence supplémentaire que le 
CD20 fait partie de la signalisation du BCR (223). Enfin, l’équipe de MS. Cragg a démontré 
par FRET que l’engagement du CD20 induit l’association du CD20 avec le BCR. En 
l’absence du BCR, le CD20 est incapable d’induire un flux calcique suite à son engagement 
par le rituximab et le CD20 utilise la signalisation du BCR pour remplir cette fonction de flux 
calcique. Inversement, le CD20 agit en tant que canal SOC (Store-operated cation) et participe 
ainsi à l’activation du flux calcique provoqué par la stimulation du BCR (224). Bien que 
parfois contradictoires, ces études montrent que le CD20 exerce une fonction intimement liée 
à celle du BCR.      
 
D. Mécanismes de déplétion des cellules B par le rituximab 
  
 
Plusieurs équipes se sont intéressées à la compréhension des modes d’actions 
possibles du rituximab qui peuvent rendre compte de son efficacité thérapeutique. L’ADCC, 
la CDC et l’apoptose sont les trois mécanismes majeurs (Figure 27) dont les contributions et 





























Figure 27: Les mécanismes de déplétion des cellules tumorales par les AcM (225) : la liaison du 
rituximab (mAb en vert) sur la cellule cible à travers la reconaissance du CD20 (rose) induit différents modes de 
neutralisation de la cellule tumorale. 1. La reconnaissance de la queue Fc du rituximab par son récepteur (FcR, 
boule orange) exprimé par les cellules effectrices induit la sécrétion de molécules cytotoxiques qui ont pour effet 
la lyse de la cellule tumorale. 2. La liaison de la partie Fc du rituximab avec la composante (C1q) du 
complément permet la liaison du récepteur au complément (C1qR en bleu) à cette dernière ce qui génère un 
complexe d’attaque membranaire qui lyse la cellule tumorale. 3. Le rituximab lié au CD20 induit une 




1. La cytotoxicité cellulaire dépendante de l’anticorps 
 
 
Le CD20 n’est pas connu pour être décroché de la membrane plasmique par 
"shedding" ni pour s’internaliser après son engagement par un anticorps. De plus, il est 
fortement exprimé à la surface des cellules B comparativement à d’autres molécules cibles 
(environ 250.000 molécules/cellule). Le CD20 est donc une cible idéale pour le recrutement 
des cellules effectrices qui expriment les récepteurs au fragment Fc de l’IgG, les FcγRs. La 
cytotoxicité cellulaire dépendante de l’anticorps (ADCC) est un mécanisme effecteur 
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important pour l’éradication des pathogènes intracellulaires et des cellules tumorales. La 
liaison de l’IgG à l’antigène de la cellule cible permet le recrutement des cellules effectrices 
comme les NK, les neutrophiles et les macrophages qui expriment les récepteurs FcRs (Table 
1). Les récepteurs FcRs peuvent être divisés en deux groupes : les récepteurs activateurs 
(FcγRIa, FcγRIIa, FcγRIIc et FcγRIIIa) qui signalent via un motif ITAM et les récepteurs 
inhibiteurs (FcγRIIb) qui signalent à travers le motif ITIM (226). L’engagement des 
récepteurs activateurs par une IgG induit une phosphorylation en tyrosine de l’ITAM par les 
kinases de la famille Src ou Syk, ce qui active des cascades de signalisation qui conduisent à 
la sécrétion par la cellule effectrice de modulateurs immunologiques inflammatoires ou 
cytototoxiques voire les deux. Les molécules sécrétées peuvent être des cytokines, des 
chimiokines, des protéases ou des espèces réactives d’oxygène. L’engagement du FcγRIIb par 
une IgG induit la phosphorylation de son motif ITIM, l’activation des phosphatases et 
l’inhibition du signal activateur. Le niveau de l’activation des cellules effectrices est dicté par 
la balance entre les signaux provenant des récepteurs activateurs et celles provenant des 
récepteurs inhibiteurs (227). Le ratio de liaison d’un anticorps aux deux types de récepteurs 
est dépendant du niveau d’expression de ces FcRs sur les cellules effectrices et de l’affinité 
que présente l’anticorps pour ces FcRs.  Des études de liaison relative aux FcRs en fonction 
de l’affinité de l’anticorps ont démontré que le ratio de liaison aux récepteurs activateurs et 














Table 1: Expression des FcγR par les différentes cellules du système immunitaire (226). 
 
 
Les études in vitro ont démontré que le rituximab induit une ADCC dans des lignées 
cellulaires de lymphomes (226). De plus, la délétion de tous les FcγR activateurs annule 
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l’activité thérapeutique du rituximab dans les modèles de xénogreffes chez la souris (229). 
Inversement, la délétion du récepteur inhibiteur FcγRIIb favorise l’activité de certains 
anticorps thérapeutiques. Ceci supporte l’idée que des cellules effectrices autre que les NK 
jouent un rôle primordial dans le processus thérapeutique de l’ADCC, puisque les NK 
n’expriment pas le FcγRIIb (230). En effet, la phagocytose induite par les 
monocytes/macrophages semble être très importante pour la déplétion des cellules tumorales 
par les anticorps anti-CD20. Comme je l’ai évoqué ci-dessus, l’affinité des récepteurs FcRs 
constitue un point majeur dans l’induction de l’ADCC. A ce sujet, HR. Koene et al. ont 
démontré l’existence d’un polymorphisme nucléotidique au sein du gène FCGR3A codant 
pour le récepteur activateur FcγRIIIa. Le polymorphisme sur le nucléotide 559 engendre la 
traduction d’une valine (V) ou d’une phénylalanine (F) en position 158 de la protéine (231). 
Ce polymorphisme joue un rôle très important dans la réponse au traitement par le rituximab. 
En effet, G. Cartron et al. ont montré l’existence d’une corrélation entre le génotype du 
FCGR3A et la réponse clinique et moléculaire au rituximab chez des patients atteints de LF. 
Les patients homozygotes pour FcγRIIIa-158VV présentant les meilleures réponses cliniques 
(232). Depuis, d’autres équipes ont confirmé ces résultats et ainsi démontré que l’ADCC est 
un des mécanismes d’action du rituximab in vivo (233). Très récemment, une étude a 
démontré qu’une mutation dans la chaîne gamma du récepteur FcR affectant le signal, inhibe 
l’effet thérapeutique du rituximab in vivo, démontrant encore une fois que l’ADCC réprésente 
un mécanisme essentiel pour l’immunothérapie des tumeurs lymphoïdes par le rituximab 
(234). 
 
2. La cytotoxicité dépendante du complément 
 
Contrairement aux voies des lectines et à la voie alternative, la voie classique du 
complément requiert l’immunoglobuline. La première étape de l’activation de cette voie est la 
liaison de la composante C1q au fragment Fc de l’anticorps. Cette liaison active une cascade 
protéolytique qui génère une grande quantité de C3b, la molécule effectrice majeure du 
système du complément. La molécule de C3b agit par opsonisation mais se lie aussi à la C3 
convertase pour former de la C5 convertase, ce qui génère la formation de complexe d’attaque 
membranaire (MAC) induisant la mort de la cellule cible (Figure 28). C3b peut aussi se lier 
au récepteur du complément présent sur les cellules effectrices comme les granulocytes, les 
macrophages ou les NK et induire une lyse cellulaire ou une phagocytose. Ce phénomène 
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s’appelle la cytotoxicité cellulaire dépendante du complément médiée par les cellules 



















Figure 28: Les mécanismes moléculaires de la cytotoxicité dépendante du complément (226) : 
La liaison de la composante C1q du complément à la partie Fc du Rituximab induit l’activation d’une cascade 
protéolytique qui résulte en la génération de quantité importante de C3b. Les molécules C3b agissent en tant 
qu’opsonine mais se lie aussi à la C3 convertase pour former du C5 convertase ce qui induit la formation du 




Le rôle du complément dans la thérapie par anticorps monoclonal reste controversé. 
Les résultats des études in vivo dépendent du modèle animal. Plusieurs études chez la souris 
ont démontré que le système classique du complément est nécessaire. L’inactivation du 
système du complément chez la souris SCID réduit l’activité thérapeutique des anticorps anti-
CD20 (235). Le rituximab est efficace dans un modèle murin de lymphome uniquement si la 
souris exprime un système du complément intact. Les souris déficientes en C1q ne présentent 
pas une activité anti-tumorale liée au rituximab (236). Cependant, d’autres groupes ont 
démontré que le système du complément n’est pas requis pour l’activité du rituximab en 
utilisant des souris déficientes en C3 ou C4 (227) .  
Contrairement aux études chez la souris, l’activation du complément par le rituximab 
est évidente dans des lignées cellulaires humaines de lymphomes B et dans des cellules 
fraîches de lymphomes issues de patients (237) (238). La sensibilité des cellules à la CDC est 
dépendante du niveau d’expression du CD20 (237) et peut être différente en fonction du type 
 87
de lymphome. Par exemple, le LF et le lymphome du manteau présentent des meilleures 
réponses à la CDC que la LLC (226). 
La capacité des différents anticorps anti-CD20 à activer le complément dépend de leur 
capacité à induire une translocation du CD20 dans les radeaux lipidiques (239), cet effet 
dépend de l’épitope du CD20 reconnu par l’anticorps. Au final, l’augmentation des produits 
d’activation du complément après le traitement au rituximab et la corrélation de cette 
activation avec l’apparition des effets secondaires (240) confirme que le complément est 
activé par le rituximab chez le patient. De plus, un des rôles du complément semble résider 
dans sa capacité à promouvoir une cascade d’inflammation amenant à l’activation des cellules 
immunitaires effectrices (241). Ceci rend encore plus complexe l’étude de la participation du 
complément dans l’effet thérapeutique indépendamment des autres mécanismes de déplétion.  
En résumé, des données supplémentaires sont requises pour prouver la relation entre 
l’activation du complément et l’efficacité thérapeutique du rituximab.  
 
  
3. Effet direct du rituximab sur les cellules cibles tumorales 
 
 
Outre les effets induits par la reconnaissance du fragment Fc du rituximab par le 
complément et par les cellules effectrices du système immunitaire, la cible même du 
rituximab semble jouer un rôle important dans l’effet anti-tumoral de l’anticorps. Comme je 
l’ai déjà évoqué précedemment, en l’absence de ligand connu du CD20, la compréhension des 
signaux activés par le CD20 passe par l’étude des effets induits par les anticorps anti-CD20. 
Avant le rituximab, l’effet de plusieurs autres anticorps anti-CD20 (B1, 1F5, 2H7) sur la 
signalisation intracellulaire a été caractérisé. Parmi ces effets figurent l’augmentation de c-
myc et l’activation des cellules B, l’agrégation homotypique des cellules B, la diminution du 
niveau de l’IgM membranaire, le "shedding" du CD23, l’augmentation de l’expression du 
CMH de classe II et des molécules d’adhésion, l’échappement ou l’induction de l’apoptose 
(242). De plus, JP. Deans et al. ont démontré que l’engagement du CD20 par un anticorps 
augmente le calcium intracellulaire et que le CD20 est associé aux kinases de la famille src, 
suggérant ainsi l’implication du CD20 dans la signalisation transmembranaire. Par ailleurs, 
les cellules malignes proliférantes présentent un CD20 hautement phosphorylé inversement 
aux cellules B non proliférantes, indiquant que le CD20 pourrait être à l’origine d’une 
signalisation cellulaire régulant la prolifération et l’apoptose cellulaire (192). Cette 
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signalisation est amorcée par l’événement de translocation du CD20 vers les radeaux 
lipidiques (243). La localisation du CD20 dans les radeaux lipidiques dépend d’une courte 
séquence cytoplasmique (résidus 219-225) et de la concentration des radeaux lipidiques en 
cholestérol (214). Cette translocation est médiée par les anticorps anti-CD20 de type I y 
compris le rituximab. 
L’engagement du CD20 par le rituximab le localise dans les radeaux lipidiques où il 
devient associé à des tyrosines kinases comme Lyn, Fyn ou Lck qui s’activent et activent à 
leur tour la PLCγ2 induisant alors un flux calcique suivi par une activation des caspases et une 
augmentation de l’apoptose (244) (245) (246). L’équipe de JP. Deans a démontré par la suite 
que le CD20 est constitutivement présent dans les radeaux lipidiques (247) mais que 
l’engagement par un anticorps induit un rapprochement et une agrégation des radeaux 
lipidiques, responsable de l’activation des src kinases et de l’induction du signal. Sans 
traitement, le CD20 est associé avec PAG (ou Cbp : Csk-binding protein), une protéine 
adaptatrice hautement phosphorylée sur tyrosines et exclusivement localisée dans les radeaux 
lipidiques. PAG recrute Csk pour maintenir les kinases de la famille Src inactives. 
L’engagement du CD20 par le rituximab rapproche les radeaux lipidiques, permet l’activation 
des protéines kinases src et l’induction du signal. La composition lipidique de la membrane 
semble donc être importante pour l’effet du rituximab. En effet, en plus de la translocation du 
CD20 et de l’agrégation des radeaux lipidiques, le cholestérol conditionne la mobilisation du 
calcium et l’apotose induite par le rituxiamb (248). De plus, le traitement aux statines 
(inhibiteurs de la synthèse du cholestérol) inhibe l’effet anti-tumoral du rituximab in vitro en 
affectant la conformation du CD20 (249). Chez les patients atteints de LLC, une corrélation 
entre le taux de GM1, ganglioside majeur des radeaux lipidiques, et la réponse au rituximab a 
été retrouvée (250) mais le traitement aux statines ne semble pas affecter la réponse au 
traitement R-CHOP (251). L’activation des kinases Src et le flux calcique semblent aussi 
jouer un rôle majeur dans la signalisation induite par le CD20 puisque le traitement avec des 
inhibiteurs des src kinases ou des chélateurs de calcium empêche l’effet apoptotique du 
rituximab (245).  
D’autres groupes ont décrit l’apoptose induite par le rituximab mais en démontrant des 
événements moléculaires contradictoires à ceux cités ci-dessus. Par exemple, Semac et al. ont 
démontré que l’engagement du CD20 par le rituximab induit bien une agrégation des radeaux 
lipidiques dont les sphingolipides deviennent plus résistants. Ce changement de structure des 
radeaux lipidiques affecte l’interaction entre Lyn et PAG conduisant à l’inhibition de Lyn 
(252). En accord avec ces travaux, notre équipe a démontré que le rituximab affecte la 
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structure des radeaux lipidiques en activant la sphingomyélinase acide qui hydrolyse la 
sphingomyéline du côté externe de la membrane plasmique. Le céramide issu de cette 
hydrolyse permet une coalescence des radeaux lipidiques et induit une signalisation qui 
amène à l’inhibition de la prolifération via la régulation de la voie MAPK/p27(Kip1) (253). 
Par la suite, l’équipe a montré que le traitement au rituximab inhibe la prolifération en 
inhibant la PKCζ (une cible du céramide) et ainsi inactive la voie mTOR (mamalian target of 
rapamycin) qui est suractivée dans les lymphomes (254) (162) (Figure 30). D’autres études 
ont montré que l’effet apoptotique du rituximab ne provient pas d’une voie apoptotique 
indépendante des caspases, sans mettre en évidence les événements moléculaires de ce 

















Figure 30: Evénements membranaires et inhibition de la signalisation par le Rituximab 
d’après (253) et (254) : L’engagement du CD20 par le rituximab induit sa translocation dans les radeaux 
lipidiques et l’activation de la sphingomyélinase acide (A-SMase). La A-SMase mobilisée au niveau du feuillet 
externe de la membrane plasmique hydrolyse la sphingomyéline en céramide. Le céramide est un méditeur 
lipidique qui inhibe la prolifération la survie cellulaire contrôlées par la voie PKC zeta/ERK/mTOR. 
 
L’équipe de B. Bonavida a largement étudié la signalisation intracellulaire induite par 
le rituximab et a montré l’inhibition de la p38 MAPK, de la voie de survie NFκB, de ERK1/2 
et de AKT. Ces événements induisent l’inhibition de la voie IL-10/Stat-3 et provoquent la 
diminution de la transcription des gènes codant pour Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1 (Figure 30). De 
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plus, le rituximab inhibe l’expression du facteur de transcription YY1 (Yin Yang 1) qui régule 
négativement l’expression de Fas et DR5 (Figure 31). Au final, ces effets ont pour 
conséquence la chimiosensibilisation des cellules et donc la facilitation de l’effet anti-tumoral 
de la combinaion R-CHOP (257). De plus, l’augmentation de l’expression de Fas et du DR5 
nous permet d’envisager une augmentation de l’apoptose induite par des anticorps 
monoclonaux comme l’anti-Fas ou l’anti-TRAIL utilisés en combinaison avec le rituximab. 
La même équipe a démontré que ces événements moléculaires sont dépendants du CD20 



















Figure 30: Inhibition de l’expression des protéines anti-apoptotiques par le rituximab (257) : 
La signalisation induite par l’engagement du CD20 induit une inhibition des voies p38MAPK, NFκB et ERK qui 
régule les facteurs de transcription SP-1, NFκB et AP-1. Cela a pour conséquence une inhibition de la 
transcription des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, BclxL et Mcl-1. L’inactivation d’Akt lève l’inhibition de la 





















Figure 31: Effet du rituximab sur l’apoptose dépendante de Fas (257) : l’inhibition de la voie 
NFκB par le rituximab inhibe la répression transcriptionnelle de Fas et DR5 par Yin Yang 1 (YY1). 
L’augmentation de l’expression de Fas et de DR5 permettrait une augmentation de l’apoptose induite par le 
ligand de Fas (FasL) ou par TRAIL (ligand de DR5). L’utilisation  d’anticorps monoclonaux anti-Fas ou anti-
DR5 en combinaison avec le rituximab pourrait  améliorer l’effet anti-tumoral. 
 
 
Les effets pro-apoptotiques ou anti-prolifératifs du rituximab (et des anti-CD20 en 
général) observés dans ces études, dépendent de plusieurs paramètres: la concentration 
d’anticorps utilisée, le temps de traitement, le modèle cellulaire et surtout l’utilisation de 
l’anticorps seul ou "cross-linké" (XL) avec un anticorps secondaire. Le XL permet 
l’amplification de l’effet du rituximab en agrégeant les molécules de CD20 (Figure 32). Ceci 
pourrait se produire in vivo via les récepteurs Fc (259). Tous ces paramètres pourraient rendre 
compte de la complexité de l’interprétation de ces résultats. Le tableau 2 résume les effets des 
anticorps anti-CD20 sur l’induction de l’apoptose en fonction des modèles cellulaires et 
illustre la nécessité d’exploration des mécanismes moléculaires mis en jeu par le rituximab 
pour induire un effet anti-tumoral via la signalisation du CD20. 
 
En conclusion, les données bibliographiques montrent que le rituximab est capable 
d’induire des événements moléculaires conduisant à une perturbation de la balance apoptose/ 
prolifération cellulaire. Néanmoins, le niveau de contribution de ces événements dans l’effet 








Figure 32 : L’effet du "crosslinking" du rituximab sur les signalosomes du CD20 (242) : 
PAG (Phosphoprotein Associated with Glycosphingolipid-enriched microdomains) est une protéine adaptatrice 
qui participe, avec la protéine Csk, à l’inactivation de Lyn. Le « crosslinking » (l’utilisation d’un anti-IgG 
humaine qui va reconnaître les parties Fc du rituximab et créer un complexe d’anticorps) en (b) induit 


















Table 2: Synthèse des effets apoptotiques des anti-CD20 (242). 
 
4. L’effet "vaccinal" du rituximab 
 
Des études ont indiqué que la réponse clinique au rituximab atteint son maximum 
quelques mois après l’injection, indiquant que les mécanismes de cytotoxicité rapide comme 
l’ADCC, la CDC et l’apoptose ne sont pas les seuls impliqués. Après la lyse de la cellule 
tumorale par ces mécanismes, les cellules dendritiques pourraient présenter des peptides 
dérivés de la cellule tumorale induisant ainsi la formation de lymphocytes T cytotoxiques 
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spécifiques (260). Il est difficile de démontrer l’existence de ce genre de réaction immunitaire 
chez l’Homme, mais les études chez la souris ont clairement montré que l’immunothérapie 
par les anticorps monoclonaux peut induire une immunité anti-tumorale spécifique dirigée 
contre des antigènes tumoraux encore inconnus (261) (262). L’induction de cette immunité 
spécifique requiert les cellules dendritiques suggérant que des thérapies adjuvantes qui 
stimulent ces cellules (GM-CSF, Flt3L, IFNα) peuvent être bénéfiques. Dans ce contexte, il 
est important de noter que la combinaison rituximab/GM-SCF a donné des résultats 
prometteurs chez des patients en rechute ou réfractaires au traitement (263). De plus, le 
retraitement des patients en rechute avec le rituximab ou la thérapie de maintenance donnée 
aux patients déjà répondeurs au rituximab augmente les taux de réponse (264) (265). Ces 
résultats suggèrent que le rituximab pourrait avoir un effet "vaccinal". La confirmation de 
l’existence de cet effet permettrait d’envisager l’utilisation du rituximab plus fréquemment en 
thérapie de maintenance. Des études cliniques randomisées sont nécessaires pour confirmer 
l’impact clinique de cette approche. 
 
E. Rituximab et maladies auto-immunes 
 
 
Le rationnel d’utilisation du rituximab dans le traitement des maladies auto-immunes 
était très faible étant donné l’absence de modèles murins, le rôle inconnu du CD20 dans la 
maturation et la différenciation des cellules B et l’absence d’expression spécifique du CD20 
sur les cellules B autoréactives. Mais d’un autre côté, le dogme des cellules B passives a été 
renversé par les travaux de Lanzavecchia qui a démontré que les cellules B sont aussi des 
CPA (266). Cette découverte a été suivie par d’autres qui ont démontré d’autres fonctions des 
cellules B comme leur capacité à promouvoir et à activer les cellules T, à médier une auto-
immunité indépendante de l’anticorps, à produire des cytokines (TNFα, IL-4 et IL-10) et des 
molécules co-stimulatrices des cellules T. Toutes ces fonctions jouent un rôle dans les 
maladies auto-immunes et peuvent être neutralisées par la déplétion des cellules B par le 
rituximab (267). La première évidence clinique de l’efficacité du Rituximab dans les maladies 
auto-immunes vient de l’observation d’un patient atteint à la fois de lymphome B et de 
polyarthrite rhumatoïde (PR). Le traitement du lymphome de ce patient par le rituximab a 
induit une rémission des symptômes de la PR  (268). Cette observation clinique a ouvert la 
voie pour l’utilisation du rituximab chez d’autres patients souffrant de PR et aussi d’autres 
maladies auto-immunes comme le lupus érythémateux disséminé, le syndrome de Sjögren et 
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la sclérose en plaques ou encore, le purpura idiopathique thrombocytopénique, la 
granulomatose de Wegener et l’anémie hémolytique auto-immune (269) (270). Alors que 
l’utilisation du rituximab s’étend encore à d’autres maladies autoimmunes et que son 
efficacité est mesurée surtout par le taux de déplétion des cellules B, les mécanismes d’action 
exacts de cet anticorps dans ce type de maladie restent non déterminés. Les études portant sur 
la compréhension du rôle des lymphocytes B dans la biologie de ces maladies et des 
mécanismes d’action du rituximab permettront une meilleure compréhension de cette 
efficacité, amenant ainsi à l’amélioration des traitements des malades. 
 
F. Effets secondaires 
 
 
Malgré le fait que le rituximab soit en général très bien toléré, la première injection 
peut être compliquée par des effets secondaires. Ces effets secondaires sont observés dans les 
heures qui suivent l’injection. Ils incluent : fièvre, vertiges, nausées, fatigue, hypotension, 
prurit, inflammation de la gorge et des bronchospasmes transitoires (271). Ces symptômes 
font partie du syndrome de "cytokine-release". Leur fréquence corrèle avec le nombre de 
cellules malignes circulantes au moment de l’injection. L’activation du complément pourrait 
être en partie responsable de ces effets secondaires. 
Une autre toxicité provient de la déplétion rapide des lymphocytes B normaux du 
sang, de la moelle osseuse et des ganglions lymphatiques et qui dure entre 3 et 6 mois après 
l’administration du rituximab. Dans le cas de traitement court, cette toxicité ne met pas en 
danger l’immunité puisque le taux des immunoglobulines ne décroît pas rapidement et les 
patients ne présentent pas de risques élevés d’infection (272) malgré quelques exceptions 
d’infection à l’herpès virus, le cytomégalovirus ou le virus de l’hépatite B. La thérapie de 
maintenance, en particulier après transplantation autologue, est associée à une diminution des 
immunoglobulines et à une toxicité tardive (271). Des événements toxiques rares comme la 
neutropénie et les réactions pulmonaires sont parfois observés. La neutropénie apparaît 1 à 6 





G. Mécanismes de résistance au rituximab 
 
  
Malgré l’avancé considérable qu’a apporté le rituximab au traitement des LNHs, ces 
maladies restent incurables. Environ 50% des patients atteints de LF en rechute ne répondent 
pas au traitement par le rituximab (186) et près de 60% des patients déjà traités ne présentent 
pas de bénéfice après retraitement avec l’anticorps (264). Administré seul ou en combinaison, 
le rituximab est limité par des mécanismes de résistance. Il est donc urgent de savoir si cette 
résistance est innée ou acquise, quelles sont les prédispositions des patients à la réponse au 
traitement ou comment les cellules développent ces résistances. Une meilleure connaissance 
de ces mécanismes de résistance permet de mettre en place de nouvelles stratégies 
thérapeutiques.  
Les événements moléculaires qui déterminent l’efficacité du rituximab dépendent du 
patient ainsi que de la cellule tumorale elle-même. Outre la pharmacocinétique du rituximab 
qui est différente entre les patients et qui peut influencer son efficacité (274), les variations 
dans les mécanismes qui assurent l’effet anti-tumoral influencent aussi la cytotoxicité du 
rituximab.  
 
1. Résistance due au niveau et à la localisation du CD20 
 
L’altération du CD20 et de son niveau d’expression est considérée comme une des 
premières causes de résistance au rituximab. En effet, contrairement au dogme admis depuis 
des années, les travaux démontrant l’implication de la variation du niveau du CD20 dans la 
résistance au rituximab commencent à s’accumuler. La réponse au traitement peut être 
influencée par le taux initial du CD20 qui est différent entre les différentes maladies 
lymphoprolifératives. En effet, les cellules de LLC par exemple expriment faiblement le 
CD20 en comparant avec celles du lymphome du manteau ou du DLBCL (275).  
L’acquisition de la résistance au rituximab par les lignées cellulaires in vitro corrèle avec une 
diminution de l’expression du gène et de la protéine CD20 (276) (277). Des mutations dans la 
partie C-terminale du CD20 ont été retrouvées chez des patients atteints de LNHs qui 
reçoivent du rituximab. La présence de ces mutations corrèle avec une diminution de 
l’expression du CD20 (278). H. Junji et al. ont montré que le niveau de l’ARNm codant pour 
le CD20 ainsi que le niveau de la protéine diminue fortement chez des patients atteints de 
LNH traités par R-CHOP. L’extinction du CD20 semble provenir d’un phénomène 
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épigénétique puisque le traitement de ces cellules avec la 5-azacytidine restaure l’expression 
du CD20 (279). NA. Johnson et al. ont analysé le niveau du CD20 chez des patients atteints 
de DLBCL et ont montré que, contrairement à l’immunohistochimie, la cytométrie en flux 
permet de détecter une baisse du niveau du CD20, corrélée avec une survie inférieure des 
patients (280). Récemment, la présence d’une isoforme de CD20 issue d’un épissage alternatif 
a été mise en évidence dans des cellules B issus de patients. Cette isoforme, absente dans les 
cellules B du sang périphérique des donneurs sains, est intracellulaire et sa présence corrèle 
avec la résistance des patients au rituximab (281). Enfin, un phénomène de saturation des 
fonctions effectrices pour éliminer les cellules B recouvertes de rituximab a été observé chez 
des patients atteints de LLC et de lymphome du manteau. La dose élevée de 750 mg de 
rituximab semble être responsable du phénomène qui engendre un "arrachement" du CD20 lié 
au rituximab par les cellules effectrices à travers un mécanisme de "shaving" (282). Cette 
perte du CD20 permettrait aux cellules de LLC de survivre malgré la présence du rituximab. 
Le "shaving" peut être atténué en utilisant des faibles doses de rituximab (283) et en bloquant 
le FcγRI (282). 
Bien que le rôle que joue la localisation du CD20 dans les radeaux lipidiques dans 
l’effet anti-tumoral in vivo reste à élucider, quelques données bibliographiques montrent que 
des altérations dans la composition lipidique des radeaux lipidiques (comme le taux de GM1) 
pourraient participer à la résistance au rituximab (250). Des études plus approfondies sont 
évidemment nécessaires pour confirmer ces observations. 
 
2. Résistance relative à l’ADCC et à la CDC 
 
 
Les variations des molécules intervenant dans les mécanismes de cytotoxicité médiés 
par le rituximab participent aussi à la résistance. Le taux de cellules effectrices, le ratio des 
récepteurs FcR activateurs sur les récepteurs inhibiteurs (228) ainsi que les polymorphismes 
de ces récepteurs participent à la résistance des patients au rituximab (232). De plus, les 
cytokines comme l’IL-2, l’IL-12, l’IFNα et le GM-CSF sont connues pour améliorer l’activité 
ADCC et la phagocytose en stimulant l’activité ou l’expansion des cellules NK et des 
macrophages (284) (285). L’expansion des cellules NK médiée par l’IL-2 corrèle avec 
l’activité du rituximab chez les patients atteints de LNH (286). Ainsi, certaines de ces 
cytokines utilisées en combinaison avec le rituximab améliorent le traitement, ce qui suggère 
que leur absence intrinsèque peut constituer un obstacle à l’effet du rituximab. 
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En ce qui concerne la CDC, les molécules inhibitrices du complément comme CD35, 
CD46, CD55 ou CD59 peuvent aussi jouer un rôle dans la mise en place de la résistance au 
rituximab. En effet, les cellules Ramos devenues résistantes au rituximab surexpriment les 
molécules CD55 et CD59 (287). De plus, l’anticorps antagoniste anti-CD59 sensibilise les 
cellules à la cytotoxicité du rituximab (288). Enfin, un polymorphisme du C1q [276A/G] a été 
retrouvé chez des patients atteints de LF et l’homozygotie A corrèle avec une bonne réponse 
au traitement (289). 
 
3. Résistance due à la signalisation intracellulaire 
 
 
Que le rituximab induise directement de l’apoptose in vivo ou qu’il induise une 
sensibilisation des cellules tumorales à l’effet de la chimiothérapie, la dérégulation des 
cascades de signalisation pourrait contribuer à la résistance envers le rituximab. En effet, 
l’équipe de Bonavida a démontré que les cellules résistantes au rituximab présentent une 
activation constitutive des voies NFκB et ERK1/2 amenant à la surexpression des protéines 
anti-apoptotiques Bcl-2 et Mcl-1 (277). La protéine Bcl-XL est aussi surexprimée dans les 
modèles de cellules résistantes au rituximab in vitro et in vivo (277) (290). Une surexpression 
du facteur de transcription YY1, une diminution des protéines pro-apoptotiques Bax, Bad et 
Bak par rapport aux protéines Bcl-2 et Mcl-1 peuvent aussi rendre compte de la résistance des 
cellules (291). Notre équipe a démontré que le rituximab inhibe la prolifération des cellules de 
LF via l’inhibition du module PKCζ/ERK/mTOR. L’expression d’un variant constitutivement 
actif de la PKCζ empêche l’effet inhibiteur du rituximab sur la voie de prolifération mTOR, 
montrant que l’état d’expression et d’activation des PKC peut conditionner la résistance au 
rituximab (254). Enfin, comme j’ai évoqué ci-dessus, l’équipe de Cragg a démontré que le 
niveau d’expression du BCR conditionne aussi la réponse cellulaire au rituximab in vitro 
(224).  
 
H.  Nouvelle génération d’anti-CD20 
 
 
Suivant les effets biologiques engendrés, les anti-CD20 ont été classés en deux types. 
Le type I ou rituximab-like, induit la translocation du CD20 dans les radeaux lipidiques, 
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active le complément, et présente de faible taux d’apoptose. Le type II ou Bexxar-like qui 
n’induit pas de translocation du CD20 dans les radeaux lipidiques, n’active pratiquement pas 
le complément, mais engendre un niveau élevé d’apoptose. Les deux types sont capables 
d’activer l’ADCC. Malgré ces propriétés fonctionnelles distinctes, on ignorait les raisons pour 
lesquelles ces deux types étaient différents, jusqu’aux travaux de P. Umana et al. portant sur 
une nouvelle génération d’anti-CD20, le GA101. Le GA101 est un anticorps totalement 
humanisé de type II sélectionné pour son effet accru sur l’induction de l’ADCC et de 
l’apoptose. Il a été développé à partir d’un anticorps murin d’isotype IgG1 le B.ly1. qui ne 
présentait pas de capacité à initier efficacement l’apoptose. Une des différences structurales 
qu’apporte le GA101 est la présence dans sa partie Fc d’un groupement d’oligosaccharide non 
fucosylé. Cet anticorps glycosylé présente une meilleure affinité aux récepteurs Fc et donc 
induit une meilleure ADCC. La séquence codant pour la partie variable VH comporte une 
valine à la position 11 essentielle pour l’effet pro-apoptotique de cet anticorps (292). De façon 
surprenante, le GA101 ne stabilise pas le CD20 dans les radeaux lipidiques comme le fait le 
rituximab. Cet anticorps est actuellemnt en cours d’essai afin d’évaluer son efficacité 

















La compréhension progressive des modes d’action du rituximab permet non seulement 
le développement de nouveaux anticorps plus performant mais ouvre la voie vers des 
possibilités de combinaison thérapeutique avec des molécules ciblant les voies de résistance 
développées par les cellules pour échapper à la thérapie anti-tumorale. Dans ce contexte, je 
me suis aussi intéressée à l’étude des effets de nouveaux agents anti-tumoraux tels que 
l’enzastaurine (inhibiteur des PKC) dans les LF. Une synthèse bibliographique concernant 































L’enzastaurine (LY317615.HCl) est un inhibiteur des protéines kinases C (en 
particulier la PKCβ) et de la voie PI3K/Akt développé par les laboratoires Eli Lilly (293). 
A. Les protéines kinases C 
 
1. Les PKC comme cibles anti-tumorales 
 
La famille des Protéines Kinases C (PKC) correspond à des sérine/thréonine kinases 
cytoplasmiques qui régulent de nombreux processus physiologiques parmi lesquels la 
prolifération, la différenciation, l’angiogenèse, la survie cellulaire ou encore la migration 
cellulaire (294). Dans ces cas, l’activation des PKC est régulée à la fois en amplitude et dans 
la durée, garantissant le maintien de l’homéostasie cellulaire. 
Neuf gènes ont été identifiés chez l’Homme. Ils codent 12 isoenzymes différentes 
classées en trois groupes : les PKC classiques (cPKC : PKCα, PKCβI, PKCβII et PKCγ) dont 
la régulation dépend du calcium et de cofacteurs lipidiques (dont le Diacylglycérol, DAG), les 
nouvelles PKC (nPKC : PKCδ, PKCε, PKCη, PKCμ, PKCθ et PKCν) indépendantes du 
calcium, et les PKC atypiques (aPKC : PKCζ et PKCλ) dont l’activité ne dépend ni du 
calcium, ni des cofacteurs lipidiques (294) (295). En fonction de la spécificité de substrat, de 
l’isoforme mise en jeu, du mode d’activation et de la localisation subcellulaire de l’enzyme, 
l’activation des PKC conduit préférentiellement à une réponse cellulaire spécifique.  
L’activation des PKC est de longue date reconnue comme un facteur de carcinogenèse 
associée à l’exposition à différents agents chimiques. La PKCβ a été impliquée dans les 
processus pro-tumoraux de nombreux cancers, dont les cancers du colon, du poumon ou du 
sein par exemple, et son expression est altérée dans certaines tumeurs, parfois en corrélation 
avec le stade et la progression tumorale (294) (296). Un niveau élevé de PKCβ est associé à la 
transformation maligne de nombreuses lignées cellulaires in vitro. Cependant, in vivo, son 
rôle est plus ambigu et complexe (295). Dans le cancer du colon par exemple, l’augmentation 
de l’expression de la PKCβII (le 2ème variant d’épissage du gène codant pour la PKCβ) est un 
événement précoce dans la carcinogénèse et la favorise, comme en atteste un modèle murin 
transgénique surexprimant PKCβII, qui montre une hyperprolifération de l’épithélium 
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colique, et une carcinogenèse accrue (294). A l’inverse, une surexpression de PKCβI (premier 
variant d’épissage) dans le cancer du sein semble induire un phénotype moins agressif (295).  
Par ailleurs, les PKC sont activées en réponse à de nombreux signaux essentiels à la 
progression tumorale. Les PKCβ en particulier jouent un rôle pertinent dans l’angiogenèse. 
Des expériences, utilisant un modèle de cornée murin montrent que les souris knock-out (KO) 
pour PKCβ ont une moindre néovascularisation en réponse à l’hypoxie, tandis que les souris 
surexprimant PKCβII ont une néovascularisation augmentée dans les mêmes conditions (294) 
(296). 
 
2. PKC et BCR 
 
Les PKC jouent des rôles divers dans les hémopathies malignes, en particulier dans les 
lymphopathies B. La PKCβ est la principale isoforme exprimée dans les lymphocytes B (LB), 
normaux ou malins. Les souris KO pour PKCβ présentent un défaut de prolifération des LB 
en réponse à divers stimuli (297). La PKCβ, ainsi que d’autres isoformes de PKC, participent 
à l’homéostasie des LB à travers leur activation en aval du BCR. 
En effet, plusieurs études ont montré que les PKC appartiennent à diverses voies de 
signalisation activées par l’engagement du BCR et participent ainsi à la régulation de la 
prolifération, l’apoptose ou la différenciation des LB. La stimulation du BCR active plusieurs 
kinases qui activent la PLCγ2 ce qui induit un flux calcique, nécessaire à l’activation de 
certaines PKC. La génération du flux calcique est dépendent de la localisation membranaire et 
de l’activation de la protéine Btk (298). La stimulation du BCR induit la translocation du 
complexe IKK/PKCβ aux domaines lipidiques radeaux lipidiques puis l’activation de la voie 
NFκB, ce qui démontre le rôle de la PKCβ dans la survie des LB dépendante du BCR (299). 
D’autres isoformes de PKC ont été décrites pour agir en aval du BCR. Par exemple, la PKCδ 
s’associe avec le BCR (300) et son activation via Syk promeut la survie des cellules de LLC à 
travers la régulation de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 (301). La PKCζ tient sa place en 
tant que protéine régulatrice de la survie et de la prolifération des LB à travers son rôle dans la 
signalisation du BCR, en particulier via la régulation des voies ERK, NFκB et mTOR (254) 
(302). Ces résultats placent les PKC au centre d’une boucle de signalisation nécessaire pour 
l’activation du signal BCR et la survie des LB et démontrent qu’un défaut d’expression ou 
d’activation des PKC pourrait participer à la transformation des LB.  
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Dans les LB malins, la PKCβ est surexprimée, entre autres, dans la LLC, le LF et le 
DLBCL, où elle est corrélée avec un mauvais pronostic en terme de survie (303) (304). Plus 
de 90% des échantillons issus de lymphomes du manteau et de LF expriment fortement la 
PKCβ (305). La présence de la PKCβ dans des souris transgéniques TCL1 est essentielle pour 
le développement d’une LLC chez ces souris (306). De plus, l’expression de la protéine 
kinase ZAP-70 dans les cellules de LLC, induit l’augmentation du recrutement de la PKCβII 
dans les radeaux lipidiques et augmente ainsi la résistance à l’apoptose de ces cellules (307). 
 
Il est donc clairement établi que les PKC modulent différents aspects de la 
carcinogenèse, et que, parmi les PKC, la PKCβ pourrait avoir un rôle clé dans la promotion et 
la progression tumorale. Ainsi, dans le contexte actuel de recherche de thérapies ciblées, les 
PKC apparaissent comme cibles thérapeutiques potentielles dans le traitement du cancer. 
Différents inhibiteurs de PKC sont en cours de développement et parmi eux, l’enzastaurine 
qui montre des résultats prometteurs.  
 
B. L’enzastaurine, structure et utilisation 
 










Figure 33 : Structure chimique de l’enzastaurine (308). 
 
L’enzastaurine a initialement été développée pour inhiber la PKCβ en entrant en 
compétition avec l’adénosine triphosphate (ATP) au niveau de son site de liaison sur 
l’enzyme, empêchant ainsi sa phosphorylation et son activation. L’IC50 (concentration 
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inhibitrice 50) de la PKCβ in vitro est de 6 nmol/l. A des concentrations plus élevées, de 
l’ordre du µmol/l, l’enzastaurine inhibe également d’autres sérine/thréonine kinases, 
notamment les autres PKC (PKC classiques et la PKC atypique ζ) (296, 308).  
En clinique, l’enzastaurine est administrée par voie orale à raison de 500 mg par jour. 
L’élimination de l’enzastaurine et de ses métabolites se fait principalement par voie biliaire 
(309). Il est à noter que la concentration plasmatique d’enzastaurine après administration orale 
présente une grande variabilité interindividuelle. L’enzastaurine présente un profil de toxicité 
favorable, et est généralement bien tolérée par les patients. Les effets indésirables les plus 
fréquents sont une chromaturie (coloration des urines en orange, due aux excipients colorant 
le comprimé) et une asthénie. 
 
C. Mécanismes d’action 
 
L’action anti-tumorale de l’enzastaurine passe à la fois par des mécanismes directs 
(inhibition de la prolifération et/ou induction de l’apoptose des cellules tumorales) et indirects 
(action sur le microenvironnement tumoral : inhibition de la néo-angiogenèse).  
1. Action anti-angiogénique 
 
Lorsqu’une tumeur grossit, les cellules situées en son centre se retrouvent éloignées 
des vaisseaux sanguins, ce qui génère de l’hypoxie et une carence en nutriments. En réponse à 
cette hypoxie, de nombreuses tumeurs sont capables de sécréter du VEGF, un agent pro-
angiogénique, qui, en se fixant sur son récepteur (VEGFR), va engendrer la prolifération et la 
migration des cellules endothéliales. Ceci aboutit à la formation de néo-vaisseaux sanguins, 
qui vont pouvoir irriguer la tumeur et lui permettre ainsi de poursuivre sa croissance. Ce 
phénomène, appelé néo-angiogenèse, est une étape cruciale au développement tumoral et est 
aujourd’hui la cible de diverses stratégies thérapeutiques.  
La PKCβ est un acteur critique de la voie de signalisation en aval du VEGFR, et au vu 
de son action inhibitrice de la PKCβ, l’enzastaurine a initialement été développée comme 
agent anti-angiogénique. Elle empêche ainsi la prolifération et la mobilité des cellules 
endothéliales et donc la formation des néo-vaisseaux (Figure 34). 
Dans un modèle d’angiogenèse in vivo chez le rat, l’implantation dans la cornée, 
normalement avasculaire d’un disque imprégné de VEGF, génère la formation de micro-
vaisseaux autour de ce disque 7 à 10 jours après son implantation. L’administration de 
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l’enzastaurine par voie orale aux animaux deux fois par jour pendant dix jours après 
l’implantation du disque induit une diminution drastique de l’apparition de cette néo-
vascularisation, témoignant de l’activité anti-angiogénique de ce médicament (293). Cette 
activité a également été confirmée au cours d’études pré-cliniques dans des modèles murins. 
La prise d’enzastaurine par voie orale diminue le taux plasmatique de VEGF chez des souris 
porteuses de xénogreffes de tumeurs humaines, et induit une diminution de la densité des 











Figure 34 : Schéma simplifié du rôle de la PKCβ dans la signalisation en aval du VEGFR (à 
partir de (293) : La reconnaissance du VEGF par son recepteur présent sur les cellules endothéliales des 
vaisseaux sanguins induit l’activation de la PLCγ et donc des PKC. L’activation des PKC est centrale parce 
qu’elle est au carrefour de l’activation des voies prolifératives comme Raf/ERK et des voies de mobilité et 
migration cellulaire impliquant la  kinase FAK (Focal adhesion kinase). Ces actions concertées provoquent la 
formation de vaisseaux sanguins qui servent à irriguer la tumeur. 
 
2. Action anti-tumorale directe 
 
L’activité de l’enzastaurine n’est pas limitée au microenvironnement. Il a été décrit 
que l’enzastaurine agit aussi directement sur les cellules tumorales, et est capable d’inhiber 
leur prolifération et d’induire leur apoptose.  
L’enzastaurine possède une action anti-proliférative et/ou pro-apoptotique sur de 
nombreuses lignées cellulaires en culture (lignées de leucémies, mélanomes, cancer du 
poumon non à petites cellules, cancer de l’ovaire, de la prostate…) à des concentrations de 
l’ordre du micromolaire, correspondant aux concentrations retrouvées dans le plasma des 
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patients au cours des essais cliniques (2-8 µM). Les études ont vite montré que l’enzastaurine 
inhibe aussi la voie de survie PI3K/AKT dans les cultures cellulaires, ainsi que dans les tissus 
tumoraux provenant de xénogreffes de tumeurs du colon ou de glioblastomes. L’enzastaurine 
provoque une diminution des phosphorylations activatrices de AKT (thréonine 308) et de ses 
principaux substrats, la Glycogène Synthase Kinase 3 béta (GSK3β) (sérine 9) et la protéine 
ribosomale S6 (sérines 240 et 244) (308). Ceci suggère que l’effet anti-tumoral observé passe 
par une suppression de la signalisation de la voie AKT. Les études ont donc montré que 
l’enzastaurine provoque la diminution de la phosphorylation inhibitrice de GSK3β dans les 
tumeurs xénogreffées ainsi que dans le sang périphérique des souris, ce qui place GSK3β 
comme biomarqueur de l’activité de l’enzastaurine in vitro et in vivo (308). Ainsi, la 
diminution de la phosphorylation activatrice d’AKT et de celles de ses substrats ont été 
démontré dans les cellules de cancer de colon, de glioblastome (308), de myélome multiple 
(310) (311) et de macroglobulémie de Waldenstrom (312). De même, l’enzastaurine inhibe la 
prolifération et induit l’apoptose dépendante des caspases des lignées de lymphomes T 
cutanés via une inhibition de la voie AKT (313) (Figure 35). Dans les cellules de cancer 
gastrique, l’enzastaurine exerce un effet anti-tumoral à travers l’inhibition d’AKT et de 
p90RSK et l’activation de l’apoptose dépendante des caspases via l’activation de Bad (314)  


















Figure 35: Principales cibles  moléculaires de l’enzastaurine (ENZ) (296) : Les cibles 
classiquement décrites de l’enzastaurine sont les PKC et AKT qui régulent l’activité de la sérine/thréonine kinase 
GSK3β à travers la phosphorylation sur sérine 9. AKT régule aussi la protéine p70S6kinase. L’inhibition de ces 




Des tests de clonogénicité en agar montrent une inhibition de croissance en réponse au 
traitement par l’enzastaurine pour plusieurs lignées tumorales et plusieurs types de tumeurs 
primaires (dont des tumeurs de la tête et du cou, du sein, du pancréas, de la thyroïde, des 
cancers du poumon non à petites cellules et des mélanomes) (315).  
Concernant les hémopathies lymphoïdes, le mécanisme d’action de l’enzastaurine n’a 
pas encore été exploré. Notre équipe a récemment démontré que l’enzastaurine exerce un effet 
anti-tumoral sur les cellules de patients atteints de LLC. Cette étude démontre que les cellules 
de LLC pourraient bénéficier d’un effet anti-prolifératif de l’enzastaurine, probablement à 
travers une activation de la phosphatase PP2A  (Liffraud C, soumis Oncogene 2010, voir 
annexe). Très récemment, l’équipe de S. Sacchi a montré que l’enzastaurine induit de 
l’apoptose ainsi qu’une inhibition des PKC, de AKT et de p90RSK dans des lignées de 
lymphomes B (316). 
 
En résumé, l’action de l’enzastaurine passe par une inhibition de l’activité PKC, mais 
également par une suppression de la signalisation de la voie PI3K/AKT. L’inhibition des PKC 
est à l’origine de l’effet anti-angiogénique observé, tandis que les effets anti-tumoraux directs 
semblent être davantage en lien avec l’inhibition de la voie AKT, et parfois, une activation de 
l’apoptose dépendante des caspases. L’ensemble de ces effets confère à l’enzastaurine une 
activité anti-tumorale élevée, in vitro et in vivo, vis-à-vis d’un nombre important de tumeurs, 
solides ou hématologiques.  
 
D. Essais cliniques en cours 
 
 
Une étude multicentrique de phase I a été menée chez des patients présentant 
différents cancers (les cancers du poumon et de la tête et du cou étant les plus représentés 
dans la cohorte des patients inclus) à des stades avancés. Ces études ont permis de définir une 
dose optimale de 525 mg/jour, suffisante pour inhiber la totalité des PKC de l’organisme et 




De nombreuses études de phase II sont en cours, dans divers types de tumeurs, tant 
solides qu’hématologiques. Toutes ces études soulignent la bonne tolérance de l’enzastaurine. 
En ce qui concerne les tumeurs solides, l’enzastaurine est à l’essai dans le traitement 
du glioblastome multiforme, seule ou en association avec la radiothérapie ou la 
chimiothérapie (296) ainsi que dans le cancer du sein métastatique (317, 318). 
Compte tenu de son expression et de son rôle dans le développement du cancer du 
poumon, la PKCβ pourrait être une cible thérapeutique dans ce type de cancer. Par ailleurs, 
l’activité de la voie PI3K/AKT est élevée dans les tumeurs du poumon, en corrélation avec un 
mauvais pronostic et son inhibition été décrite pour radiosensibiliser les lignées cellulaires de 
cancer du poumon non à petites cellules. Sur la base de ces observations, l’utilisation 
d’enzastaurine est en cours d’essai en monothérapie ou en association avec des poly-
chimiothérapies ou avec l’erlotinib (inhibiteur du récepteur à l’Epidermal Growth Factor, 
EGFR) (318).  
Dans le domaine des tumeurs hématologiques, une étude a été menée chez 55 patients 
présentant un DLBCL réfractaire ou en rechute. En effet, la PKCβ est surexprimée dans cette 
pathologie. Cette surexpression corrèle avec un mauvais pronostic et une diminution de la 
survie (319) (303). Cette étude montre que le traitement par enzastaurine est bien toléré et 
qu’il allonge la survie sans progression chez un petit nombre de patients réfractaires ou en 
rechute. D’autres études seront menées quant à l’utilisation de l’enzastaurine dans cette 
pathologie (319). 
Un essai de phase II a également été mené chez 60 patients atteints de lymphome du 
manteau réfractaire ou en rechute. Chez 37% des patients, la maladie n’a pas progressé après 
3 cycles de 28 jours de traitement, ce qui est considéré comme un bon résultat étant donné le 
mauvais pronostic de ces patients (320). 
En ce qui concerne le LF, aucune étude clinique n’a été menée jusqu’à la publication 
d’un résumé d’une étude qui a été présentée au congrès de l’EHA (European Hematology 
Association) le 10 juin 2010 à Barcelone. Cette étude clinique de phase II est en cours et a 
pour objectif d’évaluer le taux de réponse et la survie sans progression des patients atteints de 
LF de grade 1 ou 2 traités avec l’enzastaurine. Après une première dose de 1125mg, les 
patients reçoivent une dose journalière de 500 mg pendant 3 ans. En fonction de leur score 
FLIPI, certains patients ont présenté une réponse au traitement (voir les résultats dans la table 
3). Ces résultats préliminaires montrent que l’enzastaurine présente une activité clinique chez 
les patients atteints de LF et qu’elle est bien tolérée (321). La conclusion finale de cet effet 
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ainsi que d’autres études cliniques sont indispensables pour prouver le bénéfice clinique de 
cet inhibiteur dans le traitement du LF. 
  
  N 
Responders, 
n(%) 95% CI 
FLIPI score       
Low (0-1) 8 1 (12.5) 0.3-52.7 
Intermediate (2) 34 10 (29.4) 15.1-47.5 
High (3-5) 22 5 (22.7) 7.8-45.4 
Prior chemotherapy       
Chemonaive 44 10 (22.7) 11.5-37.8 
Prior therapy 20 6 (30.0) 11.9-54.3 
CI=confidence interval; N=total number of evaluable 
patients; n=number of patients    
 
 
Table 3: Résumé des résultats de l’essai clinique de phase II en cours concernant l’utilisation 
de l’enzastaurine chez des patients atteints de LF(321). 
 
 
Un essai de phase III visant à comparer l’enzastaurine versus lomustine (agent 
alkylant) dans le traitement du glioblastome multiforme est actuellement en cours depuis 
Mars 2006 (318). Les résultats définitifs de cette étude ne sont pas encore publiés. 
 
Depuis Juin 2006, une étude a débuté pour évaluer l’impact d’une prise quotidienne 
d’enzastaurine (versus prise d’un placebo) dans la prévention des rechutes chez les patients 
atteints de DLBCL. Il s’agit de l’essai PRELUDE (Prevention of Relapse in Lymphoma using 
Daily Enzastaurin) (318) auquel participe le Centre Hospitalier Universitaire de Toulouse 
Purpan. 
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 Objectifs du travail 
 
 L’amélioration du traitement des LNHs en général, et du LF en particulier, représente 
un enjeu majeur dans la mesure où ces lymphopathies restent incurables. L’objectif de ce 
travail était de mieux comprendre les mécanismes d’action du traitement actuel, le rituximab, 
afin de mieux appréhender les résistances développées par les cellules tumorales et 
d’envisager de nouvelles thérapies pour améliorer le traitement des LF. 
 
 Etant donné le rôle majeur que joue le BCR dans le développement du lymphocyte B 
et les évidences qui s’accumulent concernant son implication dans les lymphopathies B (129, 
130, 132, 135, 138, 139), nous nous sommes interessés dans la première partie de ce travail au 
ciblage pharmacologique du BCR. Plusieurs travaux montrent que le rituximab met en jeu des 
événements moléculaires semblables à ceux engagés par la stimulation du BCR (219) et 
suggèrent un lien potentiel entre le CD20 et le BCR (223, 224). De ce fait, nous avons exploré 
l’effet potentiel du rituximab sur le signal du BCR et proposé de nouveaux mécanismes 
moléculaires par lesquels le rituximab pourrait agir. Ce travail a constitué mon principal 
projet de thèse et a été accepté pour publication dans le journal Blood en novembre 2009. 
 
 Dans un deuxième temps, nous avons examiné le potentiel anti-tumoral du ciblage des 
composantes de la signalisation du BCR que sont les voies PKC et AKT dans le LF. En effet, 
ces deux voies sont considérées comme médiatrices du signal BCR et pourraient constituer un 
mécanisme de résistance aux traitements actuels. Ainsi, nous avons étudié l’effet de 
l’enzastaurine (inhibiteur des PKC et de la voie PI3K/Akt) sur les cellules de LF in vitro et in 
vivo et nous avons tenter de comprendre les mécanismes moléculaires par lesquels agit ce 




Rituximab inhibits B-cell receptor signalling 
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Introduction de la partie I des résultats 
 
Le rituximab est un anticorps monoclonal utilisé dans le traitement des lymphomes B 
et de certaines maladies auto-immunes. La cible du rituximab est la protéine 
transmembranaire CD20 qui est exprimée du stade pré-B au stade B mature. Les trois modes 
d’action mis en jeu par le rituximab pour induire la déplétion des lymphocytes B sont : 
l’ADCC, la CDC et l’effet direct d’inhibition de la prolifération et/ou d’induction de 
l’apoptose. Bien que l’ADCC semble jouer un rôle majeur, la contribution respective de ces 
mécanismes chez le patient reste inconnue. Le caractère incurable des LNHs ainsi que 
l’apparition quasi-systématique de résistance au traitement rend la compréhension des 
mécanismes d’action du rituximab primordiale pour l’amélioration des traitements et son 
application à d’autres pathologies. 
  
Plusieurs équipes, dont la notre, ont montré que le rituximab exerce un effet direct sur 
les cellules et induit ainsi l’inhibition de la prolifération ou l’induction de l’apoptose. Ces 
effets sont médiés par plusieurs événements allant de la membrane plasmique jusqu’à la 
transcription des gènes. En effet, le rituximab induit une translocation du CD20 dans les 
radeaux lipidiques accompagnée de changement de la distribution membranaire des 
sphingolipides et de formation de médiateurs lipidiques comme le céramide. Ces changements 
membranaires ne sont pas sans conséquences sur les effecteurs protéiques ancrés dans la 
membrane plasmique. Le rôle de ces effecteurs est d’activer les cascades de signalisation 
intracellulaire afin de réguler la survie ou la mort cellulaire. 
 
Etant donné les études qui montrent que le CD20 et le BCR peuvent être associés dans 
les radeaux lipidiques et que l’engagement de l’un met en jeu la signalisation de l’autre, il est 
possible que le CD20 exerce un rôle lié à la fonction du BCR. Le BCR est le chef d’orchestre 
de la régulation de la survie, la prolifération et l’apoptose mais aussi de la sécrétion 
d’anticorps et de la présentation de l’antigène. La publication de données décrivant une 
altération de la signalisation du BCR dans les lymphopathies B nous a amené à postuler que le 
BCR pourrait être une cible du rituximab et ainsi participer à l’effet thérapeutique de cet 
anticorps. 
 
Pour vérifier cette hypothèse, nous avons traité les lignées de lymphome folliculaire et 
les lymphocytes B normaux avec le rituximab. Puis, la stimulation du BCR a été évaluée à 
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l’aide d’un anticorps anti-IgM ou IgG. Nous nous sommes ensuite intéressés aux mécanismes 
moléculaires qui pourraient rendre compte de l’effet du rituximab sur la signalisation du BCR. 
 
La majorité des expériences présentées dans l’article a été effectuée sur deux lignées 
de LF, les cellules RL et DOHH2. Ces deux lignées présentent la translocation t(14 ;18). Les 
cellules RL possèdent des immunoglobines de surface de type IgM et IgD et les cellules 
DOHH2 possèdent une immunoglobine de surface de type IgG. Les expériences menées sur 
les cellules DOHH2 ont été présentées dans l’article dans un souci d’allègement des figures. 
Bien que la stimulation du BCR soit plus intense dans les cellules DOHH2, les mêmes 
résultats ont été obtenus dans la lignée RL. Cependant, le taux de mortalité élevé lors du 
traitement des cellules DOHH2 avec la MβCD, le MG132 et la transfection cellulaire nous a 
amené à présenter dans les figures 1D, 5D et 6D les résultats obtenus avec les cellules RL, qui 
présentaient des taux de mortalité très faible, voir inexistants suite aux traitements.  
 
L’analyse de la stimulation du BCR s’est basée sur la mesure du taux de 
phosphorylation des protéines connues pour être activées suite à l’engagement du BCR. La 
protéine kinase qui a servi de marqueur pour l’activation du signal BCR est Syk. Deux types 
de phosphorylation ont été évalué dans cet article : Les phosphorylations sur Y 348 et 352 
probablement phosphorylés par la kinase Lyn et l’autophosphorylation en Y525/526 qui signe  










Figure 36 : Les phosphorylations de Syk évaluées dans la partie I des résultats : Les sites Y 348 
et 352 sont situés dans l’interdomaine B de la protéine et sont phosphorylés par la Src kinases Lyn. L’auto-






















































Conclusion de la partie I des résultats 
 
Au cours de ce travail nous avons démontré que le pré-traitement des lignées de LF et 
des LB issus de donneurs sains avec le rituximab inhibe la signalisation du BCR induite par 
un anti-IgM/G. L’activation du BCR a été mesurée par cytométrie en flux en analysant le 
niveau de phosphorylation de Syk sur son résidu d’autophosphorylation, la tyrosine 525. Le 
traitement des cellules avec 10µg/ml de rituximab empêche significativement l’augmentation 
du taux de phosphorylation de Syk dans les lignées RL et DOHH2 ainsi que dans les 
lymphocytes B normaux et ceci, même après 2h de stimulation du BCR. (Figure 1A, B, C et 
E). Cependant, le rituximab n’exerce pas un effet significatif sur la phosphorylation basale de 
Syk, indépendemment de la stimulation du BCR (Figure 1D). Ce résultat suggère que le 
rituximab inhibe la signalisation du BCR en ciblant un événement moléculaire situé en amont 
de Syk. 
 
L’effet inhibiteur du signal BCR est spécifique au rituximab puisque d’autre anticorps 
tel que le campath-1H ou les IgG non immunes n’exercent pas d’effet sur la phosphorylation 
de Syk. De plus, l’utilisation du F(ab’)2 du rituximab induit les mêmes effets que le rituximab 
entier, ce qui suggère que le ciblage de la signalisation du BCR est dépendant du CD20 
(Figure 2A). Ces résultats sont confirmés par l’utilisation de deux clones cellulaires exprimant 
des taux différents de CD20. L’inhibition de P-Syk est corrélée à une expression élevée du 
CD20 et inversement (Figure 2B). 
   
Nous avons ensuite déterminé les conséquences de l’inhibition de Syk. Ainsi, nous 
avons mis en évidence que le rituximb est capable d’inhiber l’activation de PLCγ2, Akt et Erk 
ainsi que le profil général de phosphorylation en tyrosine. De plus, nous avons observé que le 
traitement des cellules de LF par le rituximab affecte de façon importante le flux calcique, 
considéré comme signature de l’activation de ce signal (Figure 4A, B). 
 
Pour comprendre par quel mécanisme le rituximab exerce cette inhibition, nous avons 
analysé son effet sur les événements initiateurs du signal. Ainsi, nous avons démontré que le 
prétraitement au rituximab empêche l’activation très rapide de Lyn (Figure 3A, B). 
L’importance de la localisation de Lyn dans les radeaux lipidiques et de la translocation du 
BCR dans ces microdomaines pour l’initiation du signal, nous a amené à nous intéresser aux 
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radeaux lipidiques et à analyser la localisation du BCR suite à un traitement au rituximab. 
L’isolement et l’analyse des radeaux lipidiques ont montré que le rituximab empêche la 
translocation du BCR dans les radeaux lipidiques induite par sa stimulation (Figure 5A). De 
plus, l’étude de la composition lipidique des radeaux lipidiques a révélé que le taux de 
cholestérol est fortement diminué dans les fractions radeaux lipidiques des cellules traitées 
avec le rituximab par rapport aux fractions contenant les radeaux lipidiques des cellules non 
traitées (Figure 5C). Plusieurs études montrent l’importance du cholestérol dans le maintien 
de l’intégrité des radeaux lipidiques et le rôle que joue le cholestérol dans la régulation de la 
localisation du BCR. Ainsi, nous pouvons postuler que la diminution du cholestérol dans les 
radeaux lipidiques des cellules traitées pourrait être à l’origine du défaut de translocation du 
BCR dans les radeaux lipidiques. 
 
Parallèlement, nous avons constaté que le niveau d’expression du BCR est 
sérieusement affecté après le traitement au rituximab. En effet, le rituximab induit une  
diminution du marquage de l’IgM. Cette diminution affecte le niveau global (membranaire et 
intracytoplasmique) du BCR. Bien que le mécanisme par lequel le rituximab diminue 
l’expression du BCR n’ait pas été déterminé dans notre étude, nos résultats montrent qu’un 
co-traitement des cellules avec le rituximab et le MG132 (inhibiteur du protéasome) empêche 
l’effet du rituximab sur le niveau d’expression du BCR. Ces résultats indiquent que la 
diminution de l’expression du BCR induite par le rituximab provient directement ou 
indirectement d’un mécanisme dépendant de la dégradation protéique. 
 
Ainsi, nos résultats montrent un nouveau mode d’action du Rituximab, jusquà lors 
inconnu, qui met en jeu un mécanisme d’immunomodulation du BCR. Ces résultats 
s’intègrent parmi les connaissances existantes sur les effets membranaires et intracellulaires 
qu’induit le rituximab. En effet, l’inhibition de certaines voies de signalisation et de facteurs 
de transcription par le rituximab déjà décrite par d’autres équipes sur des types cellulaires 
différents proviendrait de l’effet qu’exerce le rituximab sur la dynamique membranaire ainsi 


























Figure 37 : Schéma général des mécanismes d’action du rituximab dépendants de 
l’engagement du CD20. En absence de rituximab : (1) la stimulation du BCR avec un anti-IgM ou un anti 
IgG induit sa translocation dans les radeaux lipidiques (2) et l’activation des voies de signalisation (3) qui 
activent certains facteurs de transcription (4) qui contrôlent l’expression des protéines anti-apoptotiques (5) 
assurants ainsi la survie cellulaire. En présence de rituximab : l’expression du BCR est dimnué (1) et le 
cholestérol des radeaux lipidiques est déplété. Ces deux phénomènes empêchent la translocation du BCR dans 
les radeaux lipidiques suite à son engagement (4) (5) et inhibent alors l’activation des voies de signalisation en 
aval du BCR (6). Les facteurs de transcription n’étant pas activés (7), le taux d’expression des protéines anti-
apoptotiques reste bas, ce qui favorise l’action des agents cytotoxiques (8) utilisés en combinaison avec le 
rituximab tel que la chimiothérapie.   
 
 
La compréhension des mécanismes moléculaires mis en place par le rituximab pour 
diminuer le taux de cholestérol dans les radeaux lipidiques d’une part et le niveau 
d’expression du BCR d’autre part ainsi que l’éventuelle relation entre ces deux événements 
restent à déterminer. 
  
La discussion de ce travail ainsi que les perspectives et les retombées qui en découlent 
seront présentées dans la partie discussion. 
  













































































RESULTATS- partie II 
 
Enzastaurin displays in vitro and in vivo antitumoral activity in follicular lymphoma cells 
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Introduction de la partie II des résultats 
 
  
Le LF est le deuxième type de LNH le plus fréquent. Son incidence ne cesse 
d’augmenter et les patients subissent des phases de rémission suivies de phases de rechute. Ce 
caractère incurable du LF nécessite l’investigation de nouvelles stratégies thérapeutiques 
visant à cibler les voies de survie dérégulées dans le LF. La translocation t(14 ;18) participe 
au derèglement de la balance survie/apoptose en raison de la surexpression de la protéine 
antiapoptotique Bcl-2. Le ciblage direct de la protéine Bcl2 ou de son ARNm n’a toujours pas 
encore démontré une efficacité significative et a souvent était confronté aux  effets 
secondaires dûs à l’absence de spécificité des antagonistes de Bcl-2 qui sont aussi capables de 
se lier aux autres protéines de la famille Bcl-2 dont des protéines pro-apoptotiques telles que 
Bax, Bak ou Bad (322).  
 
Outre la t(14 ;18), plusieurs études ont révélé des défauts d’expression ou d’activation 
de certaines protéines appartenant à des voies de signalisation telles que PI3K/Akt (323) 
(324), les MAPK (325) et les PKCs. De plus, notre équipe a démontré que la voie Syk/mTOR 
est suractivée dans les LF (162). mTOR est une protéine qui joue un rôle majeur dans la 
survie, la traduction et la prolifération cellulaire. Elle peut être régulée par différentes kinases 
telles que Akt et les PKC. Ainsi, la suractivation de la PKCζ constitue un obstacle pour 
l’inhibition de mTOR par les agents anti-tumoraux tel que le Rituximab (254). En accord avec 
ces données, différentes études montrent l’altération de la signalisation du BCR dans le LF et 
suspectent l’implication de cette signalisation dans la formation et/ou le maintien du caractère 
tumoral des cellules de LF (135). 
 
En considérant ces données bibliographiques, nous avons postulé que tout composé 
capable d’interférer avec une ou plusieurs composantes de la signalisation du BCR pourrait 
présenter une activité anti-tumorale dans les LF et ainsi fournir une nouvelle possibilité de 
traitement. Dans ce contexte, nous nous sommes interessés à l’enzastaurine, inhibiteur des 
voies PI3K/Akt et PKC, qui a démontré une activité anti-proliférative et anti-angiogénique 
dans différents types de tumeurs (296). 
Dans cette étude, nous avons exploré le potentiel anti-tumoral de l’enzastaurine dans le LF 
ainsi que les mécanismes moléculaires mis en jeu pour induire cet effet. 
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 Follicular lymphoma (FL) is the second most common type of B-non Hodgkin’s 
lympohma (NHL) including 35% to 40% of all adult lymphomas. FL is derived from germinal 
center follicles lymphoid cells, and is characterized by indolent initial course, favorable 
response to first line therapy, but also recurrences followed by refractory phase eventually 
complicated by histological transformation. Although the prognosis of FL is variable, most 
patients with aggressive forms of FL (high FLIPI score) ultimately die from their disease with 
median survival of 8 to 10 years.(142) Its incidence is rapidly increasing in Western countries 
and has nearly doubled within the last three decades.(141) The reasons for this development 
are not completely clear but increasing evidence suggests that environmental factors most 
probably contribute.(140) 
 
 Despite the introduction of rituximab in FL treatment, this disease is still incurable and 
most patients tend to relapse after treatment with shorter intervals of remission in between. 
Incurability of FL leaves a wide-scope for development of future strategies to provide durable 
complete remissions. Thus, the identification of new targets and development of novel 
targeted therapies are imperative to improve patient response and to prevent relapse. 
 
 FL exhibits a follicular or nodular pattern of growth reminiscent of germinal centers. 
Approximately 85% of FL cases are associated with a specific translocation t(14;18)(q32;q21) 
that leads to overexpression of the anti-apoptotic Bcl-2. Thus, Bcl-2 constitutes a major 
obstacle for cell death induction. However, this genetic abnormality alone is unlikely to be 
sufficient to produce a clinical FL. Indeed, Bcl-2 overexpressing transgenic mice do not 
develop FL and t(14;18)-bearing lymphocytes have been reported in healthy individuals.(326) 
Moreover, other genetic alterations involving Bcl-6 or c-Myc for example have been 
described in this pathology.(150) 
 
 Beside the hypothesis postulating that FL could result from sequential accumulation of 
genetic alterations, recent studies demonstrated the potential role of several signaling 
pathways alterations in FL cell growth. Indeed, Levy’s group supplied evidence about an 
altered B-Cell Receptor (BCR) signaling in tumor cells from FL patients as compared to their 
normal B cell couterparts.(135) Moreover, it has been described that FL exhibits an 
overexpression of a phosphorylated form of the pro-survival protein Akt.(323, 324) For our 
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part, we identified mTOR as a serine threonine kinase overactivated in FL patients which 
plays a critical role in the survival and clonogenic potential of FL cells.(162) 
 
 mTOR is regulated by many kinases including PKC.(327, 328) The role of PKC beta in 
B cell signaling and survival has been demonstrated in PKC beta deficient mice which display 
a strong impairment of humoral and B cell proliferative responses.(297) Moreover, PKC beta 
is overexpressed in B cell malignancies such as DLBCL (329, 330) and also in FL.(305) 
Altogether, these studies underline the role of PKC in lymphomagenesis and support the use 
of PKC inhibitor in NHL treatment.  
 
The acyclic bisindolylmaleimide, enzastaurin, is a PKC beta inhibitor that 
demonstrates a strong anti-tumoral activity in various pathologies such as colon cancer, 
glioblastoma, cutaneous T-cell lymphoma, gastric cancer, and interestingly, in B cell 
malignancies such as multiple myeloma and Waldentröm macroglobulinemia.(308, 311-314, 
331) enzastaurin effect in FL has never been investigated.  
Our results show that enzastaurin displays a cytotoxic effect in the FL cell line, 
through the inhibition of the pro-survival pathway mediated by mTOR, and through the 
activation of the pro-apoptotic pathway mediated by Bad. These two pathways seem to be 
under the control of the p90 ribosomal S6 serine/threonine kinase: P90RSK.  
We also demonstrated for the first time that enzastaurin exerts an anti-tumoral activity 
against FL cells in vivo. 
Thus, our study provides evidences for anti-tumoral activity of enzastaurin in FL 
models and demonstrates the potential role of P90RSK as a mediator of enzastaurin-induced 
molecular effect.  
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METHODS 
Cell lines and reagents 
RL are transformed FL cell line carrying the t(14;18) translocation. There were 
obtained from the ATCC (American Type Cell Collection) (Rockville, MD, USA). Cells were 
cultured at 37°C in 5% CO2 in RPMI supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 





RL cells were seeded at 3x105 cells/ml and were treated or not with various 
concentrations of enzastaurin. Cell viability was evaluated after 24 and 48 hours treatment by 
counting cells using Trypan blue exclusion. 
 
Cell cycle analysis 
 
After washing in PBS, RL cells were permeabilized in a PBS solution containing 
0,01% Triton x-100 and 1µg/ml of RNase A for 1 minute. After 2 min of centrifugation, 
pellets were resuspended in PBS containing DAPI at 10 µg/ml for 15 min and cell cycle was 
analyzed using a BDLSRII cytometer (Becton Dickinson) and DIVA 6.1.2 software. For 




Analyses were performed as we previously described (162). The different antibodies 
used for Western-blot were: anti-GSK3β, anti-phospho GSK3α/β ser21/ser9, anti-p90RSK, 
anti-phospho p90RSK (T359/S363), anti-Bad, anti-phospho Bad (S112, S136), anti-
S6Ribosomal protein, anti-phospho S6Ribosomal protein, anti-p70S6K, anti-phospho p70S6K 
(T389), anti-caspase 3, anti-PARP, anti-Akt, anti-phospho-Akt (T308, S473). Horseradish 
peroxidase–conjugated secondary antibodies against rabbit, mouse or goat immunoglobulins 
were from Jackson Immunoresearch Laboratories. 
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siRNA transfection  
 
RL cells were transfected using Amaxa nucleofector kit V (Lonza, Levallois-Perret, 
France). Five million cells were transfected twice with 950 nM p90RSK siRNA or scramble 
(Dharmacon, Brebières, France). Four hours after transfection, cells were seeded at 0.3.106 
cells /mL in RPMI 10% FCS and protein depletion was assessed 48 h after the second 
transfection by Western-blot analysis. 
 
FL xenograft murine model 
 
 10x106 RL cells (resuspended in 300µl of PBS) were subcutaneously injected in the 
right flank of SCID-Beige mice, according to the INSERM Animal Care and Use Committee-
approved protocol. When tumor volumes reached 100 mm3, mice were divided into two 
groups of 8 to 10 animals. One group was treated by oral gavage once daily with 150 mg/kg 
of enzastaurin dissolved in a 10% acacia solution (Fisher Scientific) containing 1/6 intralipid 
(Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France) and 0.5% of Tween 80 (VWR, Fontenay-sous-
Bois, France). The control group was treated with the vehicle at the same schedule and route 
of administration. Tumor burden was measured 3 times per week with a caliper, and tumor 
volume (TV) was calculating using the formula (TV = (length x width2)/2). Animals were 
killed when the TV reached 1600/1800 mm3. 
 
Secreted VEGF quantification 
 
VEGF secreted by RL cells, treated or not with enzastaurin, was detected in cell 
supernatant by ELISA assay according to the manufacturer’s recommendations (VWR, 
Fontenay-sous-Bois, France).  
 
Statistics  
 Data shown represent means ± SD. Significant differences were assessed by Student’s 




Enzastaurin inhibits cell proliferation and induces apoptosis in RL cells 
 
In order to evaluate the biological effect of enzastaurin in FL cell line, we first 
examined its impact on cell proliferation. As showed in Figure 1A, enzastaurin inhibits in a 
dose-dependent manner the number of viable FL cells evaluated at 24 and 48 hours post-
treatment. This effect was accompanied by the induction of apoptosis as attested the sub-G1 
phase proportion increase (Fig. 1B). The DNA fragmentation was also illustrated by DAPI 
staining as shown in Figure 1C. Enzastaurin-induced apoptosis involved caspase-3 and PARP 
cleavage as attested by Western-blot analysis (Fig. 1D). The role of caspases in enzastaurin-
induced apoptosis was suggested by preincubating RL cells with ZVAD-fmk, a pan-caspase 
inhibitor. As observed in Figures 1B, ZVAD partially prevents subG1 proportion increase, 
suggesting that enzastaurin-induced apoptosis is, at least in part, caspase-dependent. 
 
These results demonstrate the ability of enzastaurin to exert a cytotoxic effect by 
inhibiting cell proliferation and activating apoptosis in FL cell lines. 
 
Enzastaurin inhibits classical targets in FL cells 
 
 In order to understand the molecular mechanisms involved in enzastaurin-induced 
effect on proliferation and apoptosis, we analyzed classical described targets of nzastaurin as 
GSK3β, the PI3K/Akt module, and p70S6kinase. Indeed, enzastaurin is known to induce anti-
proliferative effect by targeting PI3K/Akt pathway in many tumor cells. In these studies, Akt 
inhibition seems to be responsible for the dephosphorylation of GSK3β and p70S6kinase, two 
known targets of Akt. In B-lymphoma cell lines, it was very recently described that 
enzastaurin inhibits Akt and their classical targets after a long period of treatment (48, 72hrs) 
(332). In our study, we showed that enzastaurin induces a huge decrease of GSK3β 
phosphorylation on its inhibitory site Ser9, after only 3 hours of treatment (Fig. 2A). 
However, we were unable to detect at this time any inhibition of Akt phosphorylation on its 
two sites T308 and S473 (Fig. 2A) nor PI3K activity (data not shown), this phenomenon 
occurring later (at 24, 48 hrs). Interestingly, enzastaurin induced a decrease in mTOR activity, 
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attested by the inhibition of the phosphorylated form of its two targets, p70S6K and S6 
ribosomal protein very rapidly (3h) (Fig. 2B). 
 
These results demonstrated that, in FL cells, enzastaurin display a biological activity, 
illustrated by GSK3β Ser9 dephosphorylation, and inhibit mTOR by an unknown mode of 
action independent of the classically described Akt pathway. 
 
P90RSK: the mediator of enzastaurin molecular effect in RL cells 
 
In order to investigate how enzastaurin exert its rapid action on GSK3β and mTOR, in 
an Akt-independent manner, we speculated that enzastaurin could inhibit the p90 ribosomal 
S6kinase (p90RSK or RSK1). Indeed, p90RSK is known to phosphorylate GSK3β on Ser9 
and to activate mTOR by inhibiting its main inhibitor, TSC2.(333) As shown in Figure 3A, 
enzastaurin inhibits p90RSK phosphorylation (T359/S363) very rapidly (3h). This result shows 
that p90RSK is targeted by enzastaurin in a time and dose manner that correlates with the 
dephosphorylation of its two targets GSK3β and mTOR.  
To confirm that p90RSK is able to regulate GSK3β and mTOR in FL cells, we 
investigated the effect of p90RSK siRNA. As shown in Figure 3B, p90RSK depletion in RL 
cells strongly decreased GSK3β and mTOR phosphorylation. 
mTOR targeting in FL is important to consider as this kinase is overactivated in this 
pathology and its inhibition could induce significant consequences in terms of survival and 
tumor promotion. In this context, we explored the potential effect of enzastaurin-induced 
p90RSK/mTOR inhibition on VEGF level. Indeed, VEGF expression is known to be under 
the control of mTOR (334, 335) and this growth factor plays an important role in lymphoma 
cell survival (336-338) . In this study, we demonstrated that enzastaurin was able to inhibit 
VEGF secretion by FL cell lines (Figure 3C).  
 
Altogether, these results pointed out the implication of p90RSK in mediating 
enzastaurin effect on the survival pathway mTOR and lead us to investigate if this kinase 
could also have a role in enzastaurin-mediated apoptosis. 
Thus, we explored the effect of enzastaurin on the pro-apototic protein Bad. Bad is 
known to be phosphorylated by different kinases including, p90RSK on Ser112 and Akt on 
Ser136. Under its unphosphorylated form, Bad is associated with Bcl-2 or Bcl-xL and inhibits 
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their anti-apoptotic functions. After phosphorylation, Bad is sequestrated by 14-3-3 protein 
allowing Bcl-2 and BclxL to inhibit apoptosis by preventing cytochrome C release and 
caspases activation. We observed that after 3 hours of treatment, enzastaurin strongly 
decrease Bad phosphorylation level on the p90RSK-dependant S112 site.  Then, Bad becomes 
dephosphorylated on the Akt-dependant S136 site after 48h of treatment, as a consequence of 
Akt inhibition (Fig. 3D). This result indicates that enzastaurin-induced cell death could be due 
to Bad activation, probably through p90RSK inhibition. 
  
 Altogether, these results showed that enzastaurin modulate both survival and 
apoptotic pathways through a rapid inhibition of p90RSK. 
 
Enzastaurin is a potent antitumoral agent in FL xenograft model 
 
Numerous studies revealed that enzastaurin exerts in vivo antitumoral activity against 
various types of cancers(308, 311, 312, 314). In order to explore this phenomenon in FL, we 
injected subcutaneously RL cells in SCIB-Beige mice and evaluated the tumor volume after 
enzastaurin administration by daily oral gavage at 150 mg/kg. As shown in Figure 4, 
enzastaurin inhibits the tumor volume, supporting the idea that enzastaurin presents an anti-
tumoral activity in vivo.  
 
This result demonstrated for the first time that enzastaurin displays an anti-tumoral 























































































































































































































Figure 1: Cellular effect of enzastaurin on RL cells 
A/ RL cells were treated or not (DMSO) with 2.5 to 10 µM enzastaurin, and viable cells were 
determined by cell counting after 24 and 48 hours of treatment. Results are expressed in 
million of cell/ml and are the mean of three independent experiments ± SD. *<p 0.05. B/ RL 
cells were preincubated or not with ZVAD-Fmk at 30µM during 1h30 and then treated or not 
(DMSO) with enzastaurin at 5 µM. The percent of cells in the subG1 phase was determined 
by analyzing the cell cycle as described in methods. Histograms are expressed % of untreated 
cells and are the mean of three independent experiments ± SD. *<p 0.01. C/ RL cells were 
treated with 10 µM of enzastaurin during 48 hours and nuclear fragmentation was visualized 
under a fluorescent microscope after DAPI staining. D/ RL cells were treated or not (DMSO) 
at various doses of enzastaurin and capsase 3 and PARP cleavage were determined after 24 
and 48 hours of treatment by Western-blot analysis. Results are representative of 3 
independent experiments. 
 
Figure 2: Inhibition of classical targets of enzastaurin in RL cells 
A/ RL cells were treated or not (DMSO) with various doses of enzastaurin, and 
phosphorylation status of GSK3 β and Akt were determined at different times by Western-
blot analysis using specific anti-phospho-protein antibodies. GSK3β and Akt expression were 
used as a control of protein expression. Results are representative of at least 3 independent 
experiments. B/ RL cells were treated or not (DMSO) with various doses of enzastaurin 
during 3 hours. mTOR activity was determined by Western-blot analysis using anti-phospho-
P70S6K and anti-phopsho-PS6R antibodies. P70S6K and S6R expression were used as a 
control of protein expression. Results are representative of 3 independent experiments.  
 
Figure 3: Inhibition of RSK and subsequent targets by enzastaurin in RL cells 
RL cells were treated or not (DMSO) with enzastaurin with indicated doses for 3, 24 or 48h. 
p90RSK (A) and Bad (D) phosphorylation levels were determined by Western-blot analysis 
using specific anti-phospho-protein antibodies. p90RSK and Bad expression were used as a 
control of protein expression. Results are representative of 3 independent experiments. B/ RL 
cells were transfected by p90RSK siRNA and phosphorylation of p70S6K and GSK3β was 
evaluated by Western-blot analysis. Results are representative of 3 independent experiments. 
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C/ RL cells were treated or not (DMSO) with 5 µM of enzastaurin and secreted VEGF was 
measured in the cell supernatant as described in methods. Histograms are expressed in pg/ml 
and are the mean of 3 independent experiments ± SD. *<p 0.01. 
 
Figure 4: In vivo anti-tumoral effect of enzastaurin 
SCID-Beige mice engrafted with RL cells were treated or not (vehicle) with 150 mg/kg of 
enzastaurin daily during 17 days. Results represent tumor volume calculated as described in 
methods ± SD.  
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Conclusion de la partie II des résultats 
 
Cette étude a montré que l’enzastaurine exerce un effet anti-tumoral sur les cellules de 
LF à travers une inhibition de la prolifération et une augmentation de l’apoptose. Cette mort 
cellulaire induite par l’enzastaurine est en partie dépendante de l’activation des caspases. 
L’exploration des mécanismes moléculaires induits par l’enzastaurine nous a revélé que ce 
médicament antitumoral induit une déphosphorylation de la kinase GSK3β. Ce résultat est 
concordant avec ceux des études menées sur d’autres modèles cellulaires où la 
déphosphorylation de la ser9 de GSK3β constitue un biomarqueur de l’activité de 
l’enzastaurine (293, 296, 308).  
 
De plus, l’enzastaurine induit l’inhibition de la voie mTOR, illustrée par la 
déphosphorylation de ces cibles p70S6 kinase et la protéine ribosomale S6. Cette inhibition 
est importante à considérer dans une pathologie où mTOR est suractivée et constitue un 
avantage de survie aux cellules de LF.  
 
Contrairement à ce qu’il a été décrit dans d’autres études, nos résultats montrent que 
l’inhibition de mTOR par l’enzastaurine n’est pas le reflet de l’inhibition d’Akt puisque cette 
dernière survient après la déphosphorylation des cibles de mTOR. Ce résultat intrigant nous a 
amené à rechercher la cause de la déphosphorylation de GSK3β et de l’inhibition de mTOR 
qui survient à un temps précoce après le traitement (3h). Ainsi, nous nous sommes interessés 
à la protéine p90RSK. 
  
p90RSK est une sérine/thréonine kinase régulée essentiellement par la voie Ras/Erk 
(339) mais qui peut être sous l’influence des PKC, indépendemment de la voie Erk (340) 
(341) (342). De plus, p90RSK est capable de phosphoryler GSK3β mais aussi d’activer 
mTOR à travers l’inhibition de TSC2 (343), le principal inhibiteur de mTOR. Nos résultats 
ont montré que l’enzastaurine inhibe p90RSK à des temps précoces, corrélant ainsi avec 
l’inhibition de mTOR. La déplétion de p90RSK à l’aide de siRNA, nous a permis de 
confirmer que p90RSK est capable de réguler mTOR dans les cellules de LF. Ainsi, ces 
résultats suggèrent que l’inhibition de mTOR par l’enzastaurine provient, au moins en partie, 
de l’inhibition de p90RSK.   
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Le ciblage de mTOR à travers l’inhibition de p90RSK pourrait se répercuter sur 
l’expression de certaines protéines impliquées dans la promotion de la survie et du 
développement tumorale comme le VEGF. En, effet il est connu que mTOR régule 
l’expression du VEGF (334, 335) dans certains modèles cellulaires. Nous avons donc montré 
que l’enzastaurine diminue aussi la quantité de VEGF sécrétée par les cellules de LF.  
 
La découverte de p90RSK en tant que médiateur moléculaire de l’effet anti-tumoral de 
l’enzastaurine nous a amené à explorer l’implication de p90RSK dans la promotion de 
l’apoptose induite par l’enzastaurine. p90RSK est connue pour phosphoryler la protéine Bad 
et ainsi empêcher sa liaison avec les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 ou BclxL. En effet, Bad 
phosphorylé, essentiellement par Akt et p90RSK sur 2 sites différents, se lie à la protéine 14-
3-3. Cette liaison le séquestre loin de Bcl-2 et BclxL et l’empêche ainsi d’exercer sa fonction 
pro-apoptotique. Nous avons alors exploré l’effet de l’enzastaurine sur les phosphorylations 
inhibitrices de Bad. Le traitement à l’enzastaurine diminue dès 3h la phosphorylation de Bad 
dépendante de p90RSK (Ser 112). Ce résultat suggère l’implication de p90RSK dans l’action 
pro-apoptotique de l’enzastaurine dans les LF. 
 
La pertinence de l’effet anti-tumoral de l’enzastaurine obtenu dans des lignées de LF a 
ensuite été vérifiée dans un système de xénogreffe. Ainsi, nous avons démontré pour la 
première fois que l’enzastaurine inhibe la croissance tumorale des cellules de LF in vivo.  
 
En conclusion, cette étude démontre le potentiel anti-tumoral de l’enzastaurine dans le 
LF in vitro et in vivo. Cet effet semble se produire à travers l’inhibition de la voie de survie 
mTOR et l’activation de la protéine pro-apoptotique Bad. Ces événements sont indépendants 
d’Akt mais seraient sous la dépendance de la protéine p90RSK, kinase probablement située au 




Mon principal travail de thèse a porté sur les mécanismes d’action du rituximab. 
Nous avons montré que le rituximab inhibe la signalisation du BCR à partir des événements 
les plus proximaux tels que l’inhibition des tyrosines kinases Lyn et Syk ou le flux calcique. 
Ces effets se répercutent sur les effecteurs distaux qui assurent la propagation du signal et 
ainsi les fonctions biologiques du lymphocyte B. Le ciblage de la signalisation du BCR dans 
le lymphocyte B normal pourrait avoir des conséquences sur ses fonctions biologiques telles 
que la présentation de l’antigène ou la sécrétion d’anticorps. En effet, comme je l’ai déjà 
évoqué dans l’introduction, le risque d’infection ainsi que la diminution du taux d’IgM 
sécrétée a été décrit chez certains patients traités par le rituximab. Ces effets, qui sont 
considérés comme le résultat de la déplétion massive des LB, peuvent être également dûs à 
l’inhibition du signal BCR par le rituximab.  
 
L’inhibition du signal BCR pourrait s’avérer important dans le contexte des maladies 
auto-immunes. En effet, le rituximab est utilisé dans le traitement de ces pathologies et les 
raisons de son succès sont très mal connues. De plus en plus d’études montrent l’implication 
des lymphocytes B dans les maladies auto-immunes, en particulier le dérèglement de la 
signalisation du BCR. L’inhibition de la signalisation du BCR pourrait participer à l’effet 
thérapeutique du rituximab dans ces pathologies et constituerait un mécanisme d’anergisation 
des LB auto-réactifs. A ce propos, nous avons pu confirmer l’inhibition du signal BCR par le 
rituximab dans des cellules issues de patients atteints de polyarthrite rhumatoïde (données non 
publiées).  
 
Ainsi, l’exploration des conséquences biologiques (prolifération, apoptose, sécrétion 
d’anticorps ou présentation de l’antigène) de cette inhibition dans les lymphocytes B normaux 
ou issus de patients atteints de maladies auto-immunes constitue des perspectives 
intéressantes à ce travail. De plus, il est primordial de vérifier l’effet du rituximab sur la 
signalisation du BCR induite par un Ag présenté par une CPA ou par une bicouche lipidique. 
 
Le ciblage du BCR par le rituximab dépend du CD20 et est affecté par son niveau 
d’expression. En effet, l’utilisation du F(ab’)2 du rituximab reproduit parfaitement l’inhibition 
de Syk. En accord avec ce résultat, l’équipe de B. Bonavida a récemment publié une étude qui 
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montre que les signaux intracellulaires, connus pour être induits par le rituximab, sont 
dépendants de sa partie F(ab’)2 (258). Bien que la contribution de ces effets in vivo reste à 
prouver, nos résultats confirment le fait que le rituximab puisse aussi agir directement à 
travers la signalisation du CD20. De plus, ce résultat suggère que le CD20 exerce une 
fonction liée à celle du BCR et pourrait faire partie de ses co-récepteurs, comme l’ont déjà 
suggéré les équipes de Cragg et Deans. Bien que les événements moléculaires exacts induits 
par l’engagement du CD20 sont encore à éclaircir, ces données nous amènent à reconsidérer 
le rôle du CD20 dans le ciblage thérapeutique en tant qu’entité de signalisation et non 
seulement en tant qu’une molécule qui permet la liaison de l’anticorps sur le lymphocyte B. 
  
Le ciblage par le rituximab des protéines les plus proximales dans la signalisation du 
BCR, nous a amené à explorer l’effet du rituximab sur les événements initiateurs du signal 
BCR. L’engagement du BCR induit sa translocation dans les domaines membranaires radeaux 
lipidiques où des protéines kinases telles que Lyn et Syk sont présentes et participent à 
l’activation du signal. Comme il a été déjà décrit par d’autres études, nous avons observé la 
translocation d’une fraction mineure de BCR dans les radeaux lipidiques suite à son 
engagement (82). Compte tenu des changements spectaculaires qu’induit le rituximab au 
niveau des radeaux lipidiques, en particulier la coalescence de ces microdomaines et la 
génération de céramide, nous avons postulé que le rituximab pourrait interférer avec la 
translocation du BCR dans les radeaux lipidiques. En effet, le traitement des cellules de LF 
avec le rituximab empêche la translocation de l’Igα dans les radeaux lipidiques. Le céramide, 
connu pour être généré par le rituximab, pourrait être à l’origine de l’effet inhibiteur du 
rituximab, mais, le traitement des cellules avec du céramide ne reproduit pas l’inhibition du 
signal BCR observée avec le rituximab (données supplémentaires non publiées). Ceci nous a 
amené à explorer le mécanisme par lequel le rituximab pourrait provoquer la perte de la 
translocation du BCR dans les radeaux lipidiques. L’équipe de SK. Pierce a montré que la 
translocation du BCR dans les radeaux lipidiques n’est pas sous la dépendance de la 
phosphorylation des Igα/Igβ, ni du cytosquelette d’actine (80) même si ce dernier est 
impliqué dans la coalescence des radeaux lipidiques et affecte la force du signal BCR (344) 
(345). Ainsi, nous pouvons postuler que l’inhibition de la translocation du BCR dans les 
radeaux lipidiques, due au rituximab, pourrait provenir d’une modification de la structure des 
radeaux lipidiques. Ainsi, nous avons exploré l’effet du rituximab sur la composition des 
radeaux lipidiques et en particulier sur leur contenu en cholestérol. Les données de la 
littérature montrent que le cholestérol est impliqué dans la régulation de la localisation et du 
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trafic du BCR et affecte donc des fonctions essentiels du BCR comme le signal et la 
présentation de l’antigène (346, 347). Ainsi, nous avons montré que les fractions radeaux 
lipidiques des cellules traitées par le rituximab sont appauvries en cholestérol. La diminution 
drastique du cholestérol dans les radeaux lipidiques pourrait avoir des conséquences majeures 
sur le BCR et sur d’autres molécules membranaires dont l’activité dépend de ces domaines 
membranaires comme certains récepteurs à tyrosine kinase. La participation de ce phénomène 
à l’inhibition du signal BCR est étayée par le fait que la déplétion du cholestérol par la MβCD 
mime parfaitement l’effet du rituximab sur la signalisation du BCR. Néanmoins, le 
mécanisme par lequel le rituximab induit la diminution du cholestérol dans les radeaux 
lipidiques n’a pas été exploré dans notre étude. Ce phénomène peut être dû à une inhibition de 
la synthèse globale du cholestérol ou à un défaut de sa distribution cellulaire et membranaire. 
L’analyse présentée dans notre étude ne nous permet pas de conclure sur ce point puisque la 
quantification n’a pas été réalisée sur l’extrait cellulaire total mais sur des fractions définies 
comme étant radeaux lipidiques ou non radeaux lipidiques. Les fractions non radeaux 
lipidiques étant les fractions lourdes et non pas la totalité de l’extrait cellulaire séparée des 
fractions radeaux lipidiques. Ainsi, une étude plus approfondie est indispensable pour 
comprendre à quel niveau agit le rituximab pour affecter le taux de cholestérol dans les 
radeaux lipidiques et quelles sont les conséquences sur la plasticité membranaire et la 
fonction des radeaux lipidiques. 
 
Outre la composition lipidique de la membrane, la translocation du BCR dans les 
radeaux lipidiques et la propagation du signal dépendent aussi du niveau d’expression du 
BCR à la surface. Le ciblage des événements proximaux par le rituximab, nous a amené à 
penser que le rituximab pourrait directement affecter la molécule du BCR. Nous avons donc 
évalué l’effet du rituximab sur le niveau d’expression du BCR. Une diminution de 
l’expression globale (membranaire et totale) du BCR est observée après traitement au 
rituximab. Cet effet semble être spécifique du BCR puisque le traitement n’affecte pas le 
niveau d’expression d’autres protéines telles que le CD19 ou le CD22 (données non publiées). 
Cette diminution de l’expression du BCR est visible dès 1h de traitement (données non 
publiées) et augmente avec le temps. L’effet rapide du rituximab sur le BCR plaide en 
défaveur d’une régulation transcriptionnelle du BCR par le rituximab. Néanmoins, cette 
hypothèse reste à exclure en effectuant des expériences de PCR quantitatives pour évaluer le 
niveau d’expression des ARNm de l’Ig mais aussi de l’Igα et l’Igβ après traitement au 
rituximab.  
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Une autre explication possible de la diminution de l’expression est l’internalisation du 
BCR. Cependant, la diminution du taux global du BCR exclue la possibilité d’internalisation 
et de stockage du BCR dans le milieu intracytoplasmique. Néanmoins, il est possible que le 
rituximab induise l’internalisation du BCR suivie de sa dégradation rapide. Afin de répondre à 
cette question, il serait envisageable d’évaluer par microscopie la localisation des molécules 
de BCR rapidement après le traitement au rituximab.  
 
Afin d’explorer les mécanismes de cette diminution d’expression, nous avons émis 
l’hypothèse selon laquelle le rituximab agirait sur le niveau du BCR en affectant sa 
dégradation. Nous avons alors montré que le traitement des cellules avec l’inhibiteur du 
protéasome, le MG132 empêche la diminution de l’expression du BCR, membranaire et 
global, induite par le rituximab. Ce résultat suggère que le rituximab favorise la dégradation 
du BCR d’une façon directe ou indirecte. L’évaluation de la dégradation du BCR après 
traitement au rituximab nous permettrait de confirmer cet effet. Pour cela, il faudrait inhiber la 
transcription et la traduction cellulaire et observé la vitesse de dégradation du BCR suite au 
traitement par le rituximab.  
 
L’utilisation du MG132 permet non seulement une réexpression normale du BCR mais 
restaure également sa capacité à induire une signalisation normale illustrée par l’activation de 
P-Syk. Ce résultat montre que la diminution de l’expression du BCR est responsable de la 
diminution du signal induit par le rituximab. Il est important de noter que la diminution de 
l’expression du BCR est visible dès 1h de traitement alors que l’effet sur la signalisation est 
observé à partir de 3h. Ce décalage suggère que l’atteinte d’un seuil d’expression critique du 
BCR est nécessaire pour provoquer une inhibition de la signalisation.  
 
Différentes étapes de contrôle qualité régissent le transport du BCR à travers l’appareil 
de golgi, le réticulum endoplasmique et les vésicules d’adressage avant son expression à la 
membrane. De ce fait, plusieurs hypothèses pourraient expliquer la diminution de l’expression 
du BCR par le rituximab. Ainsi, on peut imaginer que le rituximab puisse interférer avec 
l’activité des protéines qui contrôlent la qualité du BCR comme Bip ou la calnexine ou avec 
les Igα/Igβ qui sont indispensables pour le bon assemblage et l’adressage du BCR. Le 
rituximab pourrait aussi affecter la régulation posttranscriptionelle du BCR telle que la 
glycosylation ou l’ubiquitination qui conditionnent sa dégradation. 
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La réversion complète de l’effet du rituximab sur la signalisation du BCR à l’aide du 
MG132 pose la question de l’implication de la diminution du cholestérol dans l’inhibition du 
signal. En effet, l’exploration du lien possible entre ces deux phénomènes est essentielle afin 
de comprendre la chronologie des événements qui conduisent à cette inhibition du signal.  
 
En résumé, nous avons montré pour la première fois un nouveau mécanisme d’action 
du rituximab qui consiste à inhiber le signal BCR à travers la perturbation de l’expression et 
de la dynamique membranaire du BCR. Les retombées de ce phénomène pourraient 
s’appliquer tant sur le plan des lymphopathies malignes que sur le plan des maladies auto-
immunes. Concernant les lymphomes, le ciblage du BCR sensibiliserait les cellules tumorales 
à l’effet  de la chimiothérapie. En effet, dans un contexte où le signal BCR confère un 
avantage de survie aux cellules lymphomateuses, son inhibition pourrait participer à la 
synergie entre le rituximab et la chimiothérapie. L’hyper-réactivité des LB caractérise les 
maladies auto-immunes, il est alors plausible de postuler que l’immunomodulation du BCR 
participe à l’effet thérapeutique du rituximab dans ces pathologies. 
  
 
Dans la deuxième partie de ce travail, nous nous sommes intéressés au potentiel anti-
tumoral de l’enzastaurine dans les LF. Le LF reste une maladie incurable dans la mesure où 
des résistances aux traitements apparaissent et les patients finissent inexorablement par 
rechuter. En effet, les cellules de LF sont caractérisées par une résistance accrue aux agents 
cytotoxiques, probablement due à la translocation t(14 ;18) induisant la surexpression de Bcl-
2. Cependant, d’autres défauts moléculaires ont été rapportés, tous ayant comme point 
commun l’appartenance à la signalisation du BCR. Ainsi, l’équipe de R. Levy a démontré 
l’existence d’un signal plus activable et plus durable dans les cellules de LF comparativement 
aux lymphocytes B normaux. A ce sujet, notre équipe a démontré une surexpression de la 
tyrosine kinase Syk, une suractivation de la PKCζ et  de la voie mTOR dans les lignées de LF 
ainsi que dans les cellules issues de patients atteints de LF (162, 254). D’autres études ont 
démontré la suractivation d’Akt ainsi que la surexpression de la PKCβ dans les LF (323) 
(305, 324). L’ensemble de ces altérations pourrait être responsable de la difficulté à induire 
une cytotoxicité cellulaire et pourrait rendre compte des phénomènes de résistance observés 
chez ces patients. Ainsi, le ciblage de ces voies de survie parait donc une piste non 
négligeable pour améliorer le traitement de cette maladie. Dans ce contexte, nous avons 
évalué l’effet de l’enzastaurine, inhibiteur des PKC et de la voie Akt, sur les cellules de LF. 
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Nous avons pu démontré une cytotoxicité significative de cet agent envers les lignées 
de LF. Les doses utilisées dans notre étude sont similaires à celle utilisées dans d’autres 
études et présentent une pertinence clinique puisqu’elles sont incluses dans la fourchette de 
concentrations retrouvées dans le sérum de patients traités par enzastaurine dans le cadre 
d’essais cliniques (1,4 – 8 µM, données de phase I fournies par le laboratoire Eli-Lilly).  
 
Dans les cellules de LF, nous avons pu mettre en évidence que l’enzastaurine induit 
l’inhibition de la voie Pi3K/Akt de façon tardive (24-48h). Ces résultats étaient inattendus 
dans la mesure où la plupart des études publiées montrent une inhibition très rapide de cette 
voie. Ces études ont également montré ou suggéré que l’inhibition d’Akt était à l’origine de la  
déphosphorylation de GSK3β et de l’inhibition de p70S6kinase suggérant que, Akt est à 
l’origine des événements moléculaires et cytotoxiques induits par l’enzastaurine. Dans notre 
étude, nous observons une diminution très rapide de la phosphorylation de GSK3β en sérine 9 
(3h) ce qui suggère que Akt n’est probablement pas le seul responsable de l’effet moléculaire 
et cytotoxique de l’enzastaurine. 
 
Ainsi, afin de mieux comprendre le mécanisme d’action de l’enzastaurine dans les LF, 
nous avons recherché des protéines connues pour jouer un rôle important dans la survie et la 
prolifération des LF. Nous avons montré que l’enzastaurine cible de façon très rapide (3h de 
traitement) la voie de la sérine/thréonine kinase mTOR, protéine suractivée dans les LF (254).  
 
 L’inhibition de la voie mTOR, induite par l’enzastaurine, indépendamment de la voie 
PI3K/Akt, nous a amené à rechercher un acteur intermédiaire qui pourrait expliquer cette 
inhibition. p90RSK est une sérine/thréonine kinase qui contient deux domaines kinases 
activables par ERK sous l’effet de divers facteurs de croissance. Etant donné que p90RSK 
régule à la fois la phosphorylation de GSK3β et l’activité de mTOR, nous avons postulé que 
cette kinase pourrait être à l’origine de leur modulation sous l’effet de l’enzastaurine. Notre 
hypothèse a été confirmée par l’observation de l’inhibition de p90RSK après 3h de traitement 
à l’enzastaurine.  
Concernant le mécanisme d’inhibition de p90RSK par l’enzastaurine, plusieurs 
hypothèses sont envisageables :  
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* L’inhibition de p90RSK pourrait tout simplement provenir de l’inhibition des PKC. 
En effet, différentes études montrent que les PKC régulent directement la phosphorylation de 
p90RSK (340) (341) (342).  
 * L’enzastaurine pourrait inhiber ERK, à travers l’inhibition des PKC, ce qui résulte 
en une inhibition de p90RSK. En effet, cette hypothèse est attractive étant donné que les 
cellules de LF représentent une suractivation de la voie ERK/PKCζ/mTOR (165, 254). 
 * La PDK1 (3-Phosphoinositide-dependent kinase 1) est aussi connue pour participer à 
l’activation de p90RSK (339). Cependant, l’activité de cette kinase est sous la dépendance de 
la PI3K et se reflète par l’inhibition de la phosphorylation T308 d’Akt. Or, ces deux 
événements sont observés de façon tardive suite au traitement par l’enzastaurine et de fait 
l’inhibition de p90RSK ne pourrait pas provenir d’un ciblage de la PDK1 par l’enzastaurine.  
 * Bien que jamais rapportée auparavant, nous ne pouvons pas exclure une inhibition 
directe de p90RSK par l’enzastaurine. En effet, Roberts NA et al. ont décrit une inhibition 
directe de p90RSK par deux autres inhibiteurs de PKC (348). 
 * Enfin, la diminution de la phosphorylation de p90RSK pourrait provenir de 
l’activation de sérine/thréonine phosphatase comme PP2Cγ, connue pour réguler p90RSK 
(349). L’activation de la phosphatase PP2A pourrait aussi être à l’origine de l’inhibition de 
p90RSK à travers l’inactivation par déphosphorylation de Raf-1 (350). 
 
Nos données préliminaires indiquent que l’enzastaurine inhibe ERK après 3h de 
traitement. Ainsi, si ces résultats sont confirmés, il semblerait que l’enzastaurine inhibe le 
module ERK-p90RSK. Afin de valider cette hypothèse il serait intéressant d’évaluer l’effet de 
la surexpression d’une forme constitutivement active de ERK sur l’inhibition de p90RSK 
induite par l’enzastaurine.  
 
En aval de p90RSK, nous avons pu observer de façon préliminaire que l’enzastaurine 
était capable d’inhiber la phosphorylation inhibitrice S1798 de TSC2 dépendante de p90RSK. 
TSC2 ainsi activée par l’enzastaurine pourrait inhiber mTOR.  
 
Nous avons confirmé que p90RSK est capable de réguler GSK3β et mTOR dans les 
cellules de LF grâce à l’utilisation de siRNA dirigés contre p90RSK. Néanmoins, pour 
connaître la part de responsabilité de p90RSK dans l’induction de l’effet de l’enzastaurine, il 
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serait nécessaire de surexprimer p90RSK dans les cellules de LF et d’évaluer la résistance 
éventuelle des cellules aux effets moléculaires et biologiques de l’enzastaurine. 
 L’implication de p90RSK a également atteint les mécanismes d’activation de 
l’apoptose puisque le traitement à l’enzastaurine induit une diminution de la phosphorylation 
inhibitrice de Bad dépendante de p90RSK. La phosphorylation sur Ser112 pourrait être 
suffisante pour activer l’apoptose puisque l’expression dans des cellules FDCP1 d’un mutant 
non phosphorylable de Bad (Ser112A) provoque rapidement l’apoptose des cellules déprivées 
en sérum (351). L’activation de Bad prend toute son importance dans notre modèle cellulaire 
où la surexpression de Bcl-2 confère une résistance à l’induction de l’apoptose. En effet, 
l’enzastaurine n’affecte pas le niveau d’expression de Bcl-2, ni son niveau de phosphorylation 
sur le site ser70 (données supplémentaires), mais l’activation de Bad est connue pour induire 
sa liaison avec Bcl-xL ou Bcl-2 qui se retrouvent séparés et donc incapables d’inhiber 
l’apoptose au niveau de la membrane mitochondriale. Bad permettrait ainsi la régulation 
indirecte de Bcl-2 dans les cellules de LF. Il serait donc primordial de vérifier la présence de 
ces événements en évaluant la liaison de Bad avec les protéines anti-apoptotiques ainsi que la 
localisation cellulaire de ces complexes après traitement à l’enzastaurine. Bien que la 
phosphorylation du site Ser112 de Bad soit essentiellement dûe à p90RSK, d’autres protéines 
semblent intervenir sur ce site comme les Pim kinases, p70S6kinase ou encore les 
phosphatases comme la calcineurine (339, 351). L’implication de ces effecteurs dans la 
régulation de la phosphorylation de Bad n’a pas été explorée dans notre travail. 
 
Enfin, nos résultats convergent vers l’attribution d’un rôle important de p90RSK dans 
l’effet moléculaire médié par l’enzastaurine, d’une part, à travers l’inhibition de la voie de 
prolifération et de survie mTOR et d’autre part, à travers l’activation de la voie pro-
apoptotique Bad. Cependant, les effets biologiques de ce médicament semblent provenir 
d’une coopération de plusieurs signaux, puisque la diminution de l’expression de p90RSK à 
l’aide de siRNA n’induit qu’une inhibition de la prolifération et une induction d’apoptose 
partielles comparativement à l’effet de l’enzastaurine. 
 
  Bien que la diminution de la phosphorylation inhibitrice de GSK3β soit considérée 
comme marqueur de l’activité biologique de l’enzastaurine, aucune étude n’a exploré les 
conséquences biologiques d’une telle activation. Ce manque de données est probablement dû 
à la complexité de la régulation de GSK3β qui peut être impliquée dans la survie comme dans 
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la mort cellulaire. En effet, l’état de phosphorylation de GSK3β ne suffit pas à déterminer son 
activité. La localisation sub-cellulaire ainsi que les interactions avec d’autres facteurs 
influencent fortement sa fonction. L’utilisation de mutant non déphosphorylable sur la Ser9 
permettrait d’évaluer la part de responsabilité de cette phosphorylation dans l’effet anti-
tumoral de l’enzastaurine. Ainsi, une étude détaillée sur la localisation de GSK3β et ses 
partenaires protéiques est nécessaire pour comprendre le rôle exact que joue GSK3β dans les 
cellules traitées à l’enzastaurine.  
Cependant, beaucoup de zones d’ombres restent à éclaircir concernant la contribution 
respective de chaque cible (p90RSK, mTOR, GSK3β, Bad, Akt…) à l’effet biologique de 
l’enzastaurine. L’approfondissement de cette étude nous permettra de mieux comprendre 
l’action anti-tumorale de l’enzastaurine et ainsi d’envisager son utilisation dans le traitement 
des LF. Cette application est d’autant plus plausible qu’une étude clinique de phase II en 
cours, montre des résultats très encourageants quant au traitement du LF par l’enzastaurine 
(321) 
 
Cette étude fournit ainsi des preuves d’une activité antitumorale de l’enzastaurine dans 
les LF et nous amène à postuler que l’enzastaurine pourrait agir comme agent cytotoxique 
tout seul mais aussi en combinaison avec d’autres traitements. En effet, on peut imaginer que 
l’affaiblissement du signal pro-prolifératif ne peut qu’optimiser la cytotoxicité induite par la 
chimiothérapie ou par le rituximab. En accord avec cette étude, d’autres travaux de notre 
équipe, auxquels j’ai participé pendant ma thèse, montrent un effet cytotoxique de 
l’enzastaurine dans les cellules issues de patients atteints de LLC. Cette cytotoxicité semble 
être médiée par l’activation de la phosphatase PP2A. De façon interéssante, le traitement à 
l’enzastaurine sensibilise les cellules de LLC à l’effet du rituximab mais aussi à celui de la 
fludarabine (annexe article 1). Ces résultats montrent bien que l’enzastaurine est un agent 
pharmacologique capable d’optimiser l’effet anti-tumoral des agents pharmacologiques 
classiquement utilisés dans  le traitement des lymphopathies B. 
   
Au total, le ciblage de la signalisation du BCR pourrait représenter une part non 
négligeable de la réponse anti-tumorale étant donné l’importance que constitue ce signal dans 
la survie des cellules tumorales. Ceci est etayé par une étude très récente de l’équipe de R. 
Levy qui démontre l’existence, au sein des cellules de lymphome folliculaire, d’une 
population tumorale non répondeuse à la stimulation du BCR. La proportion de cette 
population corrèle avec une mauvaise réponse aux traitements (352). Ceci suggère que la 
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possibilité d’inhibition de la signalisation du BCR dans les cellules de LF constitue un 
avantage pronostic considérable. De plus, ce nouveau mécanisme d’action du rituximab 
apporte non seulement une nouvelle vision quand au ciblage pharmacologique des voies 
proto-oncogéniques dans les lymphomes mais participe aussi à une meilleure compréhension 
des mécanismes de résistance. En effet, toute activation constitutive de l’une des composantes 
de la signalisation du BCR est susceptible de conférer une résistance au traitement par le 
rituximab. 
Les mécanismes de résistance constituent aussi un obstacle aux traitements à base 
d’inhibiteurs de protéines kinases comme l’enzastaurine. La connaissance des modes d’action 
de ce médicament nous fournit une possibilité d’appréhender les mécanismes de résistance 
susceptibles de compromettre les bénéfices thérapeutiques de cette molécule.  
Outre les retombés dans le domaine des hémopathies malignes, ces travaux offrent des 
perspectives d’applications  thérapeutiques dans le domaine des maladies auto-immunes. La 
diminution de l’expression du BCR suite au traitement par le rituximab constitue une nouvelle 
possibilité d’immunomodulation des lymphocytes B auto-réactifs. De plus, l’inhibition du 
signal BCR observée même en utilisant la fraction Fab’2 du rituximab constituerait une 
nouvelle méthode immunosuppresive sans pour autant induire la déplétion des lymphocytes B 
médiée par la fraction Fc de l’anticorps. 
   En conclusion, ce travail de thèse fournit des données expérimentales qui 
contribuent à la compréhension des mécanismes d’action du rituximab et de l’enzastaurine, à 
l’appréhension des phénomènes de résistance et met en avant l’importance de la signalisation 
du BCR dans la thérapie des pathologies du lymphocyte B. 
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Beside its central role in the recognition of antigen, the BCR (B Cell Receptor) 
controls a multitude of intracellular mechanisms that regulate B lymphocyte biology. Altered 
BCR signaling has been demonstrated in various types of B-cell lymphoma and some 
autoimmune diseases. Thus, therapeutic targeting of BCR signaling has been the focus of my 
PhD studies. We demonstrate that the monoclonal anti-CD20 antibody, Rituximab, inhibits 
BCR signaling at least by down-regulating BCR expression. Furthermore, enzastaurin 
(kinases inhibitor) exerts an anti-tumoral effect on follicular lymphoma cells by inhibiting 
downstream BCR signaling. Then, we characterized new mechanisms of action of Rituximab 
and enzastaurin and we focused on the importance of BCR signaling in lymphoma’s therapy.    
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Une des molécules clés des fonctions biologiques du lymphocyte B est le BCR (B Cell 
Receptor). Les connaissances concernant l’altération du signal BCR et son implication dans 
l’apparition des lymphopathies B ne cessent de s’élargir. De ce fait, le ciblage 
pharmacologique de cette molécule et de sa signalisation a constitué le centre d’intérêt de mes 
travaux de thèse. Ainsi nous avons montré que le Rituximab (anticorps thérapeutique anti-
CD20) est capable d’inhiber le signal BCR à travers la diminution de son expression et que 
l’enzastaurine qui est un inhibiteur de protéines kinases situées en aval du BCR représente un 
potentiel anti-tumoral pour le lymphome folliculaire. Ainsi, ces travaux participent à la 
compréhension des mécanismes d’action de ces molécules thérapeutiques et démontrent 
l’importance du signal BCR dans la thérapie des lymphomes. 
 
 
MOTS-CLES : BCR, lymphome folliculaire, Rituximab, enzastaurine. 
 
DISCIPLINE ADMINISTRATIVE : Cancérologie  
 
INTITULE ET ADRESSE DE L'U.F.R. OU DU LABORATOIRE : INSERM U563, 
CPTP, équipe immunité innée et hémopathies malignes.  
CHU Purpan, BP 3028, 31024 TOULOUSE CEDEX 3. 
